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Wiederkäuer sind darauf spezialisiert, schwerverdauliche Rohfaser in ihren Vormägen 
abzubauen und die entstehenden kurzkettigen Fettsäuren (short-chain fatty acids = SCFA, 
vor allem Azetat, Propionat und Butyrat) als Nährstoffe zu nutzen (NOZIERE et al. 2011). 
Untersuchungen am Schaf zeigen, dass bis zu 80% des Energiebedarfs der Wiederkäuer 
durch die Verwertung der im Pansen produzierten SCFA abgedeckt werden können 
(BERGMAN et al. 1965). Dieser Wert stellt im Vergleich zum menschlichen Organismus, bei 
dem nur etwa 10% des Energiebedarfs durch die Resorption von SCFA  aus dem Dickdarm 
gedeckt werden (MCNEIL 1984), einen enorm hohen Anteil dar. Beim Wiederkäuer erfolgt 
die Resorption der entstandenen SCFA zum größten Teil über das Pansenepithel (GÄBEL 
et al. 2002). Der Pansen nimmt damit die entscheidende Rolle in der Nährstoffversorgung 
des Wiederkäuers ein. Sämtliche (Hoch-)Leistungen der Wiederkäuer, sei es Milch- oder 
Fleischproduktion, hängen somit von einem gut funktionierenden Zusammenspiel der 
Produktion von SCFA im Pansen sowie ihrer Aufnahme über das Pansenepithel ab. Damit 
es auch unter verschiedenen Fütterungs- und Leistungsbedingungen zu einer konstanten 
Energieversorgung des Wiederkäuers kommt, muss demgemäß auch eine Adaptation des 
Pansens an sich ändernde Angebotsbedingungen von SCFA möglich sein. Schon länger 
sind generelle morphologische Adaptationsmechanismen der Pansenwand bekannt. So 
kommt es z.B. bei einer konzentratreichen Fütterung, welche eine erhöhte intraruminale 
SCFA-Konzentration nach sich zieht, zu einer Vergrößerung der Pansenzotten und damit 
einer verstärkten Resorption von SCFA (DIRKSEN et al. 1984; GÄBEL et al. 1991; MALHI 
et al. 2013). Diese Adaptionen bei verstärktem SCFA-Angebot dienen nicht nur der 
schnellen Energiebereitstellung für das Tier, sondern verhindern infolge der verbesserten 
Protoneneliminierung und/oder SCFA-gekoppelten Bikarbonatsekretion (GÄBEL et al. 1991) 
auch eine Ansäuerung des Panseninhaltes und damit eine Pansenazidose (ASCHENBACH 
et al. 2011). Neben den rein morphologischen Adaptionen könnten aber auch 
Regulationsprozesse auf molekularer bzw. Proteinebene die Permeation von SCFA über 
das Pansenepithel beeinflussen. Hier wäre vor allem eine substratinduzierte Regulierung 
der beteiligten Transportproteine denkbar. Es gibt zahlreiche Befunde, die zeigen, dass ein 
Großteil der SCFA durch eine aktive Aufnahme mittels membranständiger Transportproteine 
vermittelt wird (GÄBEL und SEHESTED 1997). Man unterscheidet dabei die lumenseitige 
Aufnahme der SCFA aus dem Pansen in das Epithel und die blutseitige Ausschleusung der 
SCFA und deren im Epithel produzierten Metaboliten. Eine Vielzahl von lumenseitig 
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orientierten Transportproteinen, die an der Aufnahme der SCFA in die Epithelzelle beteiligt 
sind, ist bereits charakterisiert worden (BILK 2007; KIRAT et al. 2007; RACKWITZ 2012). 
Auch bezüglich der Ausschleusung der SCFA und deren Metaboliten in das Blut sind bereits 
Untersuchungen durchgeführt worden, die einige der Transportproteine charakterisieren 
(DENGLER et al. 2013; ALAMEEN und RACKWITZ 2014). Auffallend ist eine Beteiligung 
von zwei Transportern der Monocarboxylattransporterfamilie (MCT) [SLC16], die von 
enormer Bedeutung für die transepitheliale Permeation der SCFA zu sein scheinen: in der 
lumenseitigen Membran der MCT4 und in der blutseitigen der MCT1. Für den MCT1 konnte 
bereits die Beteilung am SCFA-/Metabolitentransport über die Membran auf der dem Blut 
zugewandten Seite des Epithels nachgewiesen werden (DENGLER et al. 2013). Die Rolle 
des lumenseitigen MCT4 ist dagegen noch unklar, aber es wird ein Transport von SCFA aus 
dem Pansenlumen in die Epithelzelle angenommen (KIRAT et al. 2007). Beide MCT werden 
als protonengekoppelte Monocarboxylattransporter beschrieben (HALESTRAP und 
MEREDITH 2004), der MCT1 darüber hinaus im Pansen auch als bikarbonatgekoppelt 
(DENGLER et al. 2013). Damit haben beide Transporter einen Anteil an der 
transepithelialen Permeation von SCFA und auch am Protonen- bzw. Bikarbonattransport 
über das Pansenepithel. Es liegt daher nahe anzunehmen, dass über eine Modulation der 
MCT Expression und/oder Aktivität auch die Resorption von SCFA moduliert werden kann.  
Bisher gibt es für den Pansen aber erst wenige Daten, wie MCT auf molekularer Ebene 
reguliert werden könnten. Aus Untersuchungen an Muskulatur und Leber anderer Spezies 
ist bekannt, dass der MCT1 in diesen Geweben über den Peroxisom-Proliferator-aktivierten 
Rezeptor α (PPARα) reguliert wird (BENTON et al. 2008; KÖNIG et al. 2008). Dieser ist ein 
im Zellkern lokalisierter Transkriptionsfaktor, welcher eine Art Sensor für den 
Fettsäuremetabolismus und -transport der Zelle darstellt. Wird er durch entsprechende 
Liganden aktiviert, kommt es zu einer verstärkten Transkription seiner Zielgene. Zu den 
natürlichen Liganden dieses Rezeptors gehören unter anderem gesättigte langkettige 
Fettsäuren, ungesättigte Fettsäuren und Eicosanoide (GREEN und WAHLI 1994). Es ist zu 
vermuten, dass es auch im Pansen eine Sensorfunktion für den Fettsäuretransport gibt, um 
eine Akkumulation von Fettsäuren sowohl im Pansenlumen als auch in der Epithelzelle 
selbst zu verhindern. Deshalb war das Ziel der vorliegenden Arbeit, die Rolle des PPARα für 
die Expression des MCT1 und des MCT4 im Pansen zu untersuchen. Wenn dem PPARα 
eine Sensorfunktion im Pansen zukommt, dann müsste seine Aktivierung durch natürliche 
Liganden hervorgerufen werden. Daher sollten im zweiten Teil der Arbeit erste Hinweise auf 





2.1 Bedeutung des Pansens für den Wiederkäuer 
 
Die Vormägen mit dem Pansen als größtes Kompartiment stellen eine anatomische und 
funktionelle Besonderheit der Wiederkäuer dar. Sie dienen als Fermentationskammer, in der 
essentielle Nährstoffe gebildet, aber auch direkt resorbiert werden. Kohlenhydrate wie 
Zellulose, Hemizellulose und Stärke werden durch die im Pansensaft lebenden und an 
Partikeln assoziierten Mikroorganismen fermentiert, wobei vor allem die kurzkettigen 
Fettsäuren Azetat, Propionat und Butyrat entstehen (BERGMAN 1990; NOZIERE et al. 
2011). Deren Anteil im Pansensaft variiert stark in Abhängigkeit von der 
Futterzusammensetzung. Bei einer raufutterreichen Fütterung ist das Konzentrations-
verhältnis (in %) von Azetat, Propionat und Butyrat typischerweise 70 : 20 : 10, während es 
sich bei konzentratreicher Fütterung bis hin zu 50 : 35 : 15 verschieben kann (BERGMAN 
1990). Ein Großteil der entstandenen SCFA wird direkt über das Pansenepithel resorbiert, 
lediglich ein geringer Anteil erreicht die nachfolgenden Teile des Verdauungstraktes 
(GÄBEL et al. 2002).  
Für den Energiehaushalt der Wiederkäuer stellen SCFA die wichtigste Energiequelle dar. 
Untersuchungen an Schafen konnten zeigen, dass bis zu 80% ihres Energiebedarfes über 
SCFA gedeckt werden (BERGMAN et al. 1965), beim Rind sind es je nach Leistung etwas 
geringere Prozentzahlen (SICILIANO-JONES und MURPHY 1989). Die Produktion und 
Resorption von SCFA im Pansen machen ihn damit zu dem zentralen Organ der 
Energieversorgung für den Wiederkäuer. Nicht nur der Gesamtorganismus, sondern auch 
das Pansenepithel selbst ist dabei auf die Versorgung mit SCFA angewiesen, da die 
Pansenepithelzellen ihren Energiebedarf zu einem großen Teil aus den 
Stoffwechselprodukten der aufgenommenen SCFA decken (BRITTON und KREHBIEL 
1993). Folglich sind sowohl die transepitheliale Permeation der SCFA, als auch ihre reine 
Aufnahme in die Epithelzellen wesentliche Bestandteile des SCFA Stoffwechsels. Beide 
Mechanismen (transepitheliale Permeation und Aufnahme in die Epithelzellen) sollen im 
Folgenden näher erläutert werden. 





2.2 Transepitheliale Permeation der kurzkettigen Fettsäuren  
 
2.2.1 Parazelluläre Permeation 
 
Das Pansenepithel ist ein mehrschichtig verhorntes Plattenepithel, dessen Zelllagen in vier 
Schichten eingeteilt werden: Stratum corneum, Stratum granulosum, Stratum spinosum und 
Stratum basale (GRAHAM und SIMMONS 2005). Auf Grund der zahlreichen 
Zellverbindungen können die Zelllagen aber als ein funktionelles Synzytium mit einer 
lumenorientierten Membran und einer blutorientierten Membran betrachtet werden. Folglich 
wird das Pansenepithel in Abbildungen auch häufig als einschichtige Zelllage dargestellt. 
Nichtsdestotrotz ist auf Grund der Mehrschichtigkeit das Pansenepithel eine relativ dicke 
Barriere, die von den SCFA überwunden werden muss. Die Überquerung der Barriere kann 
auf zwei Wegen erfolgen, parazellulär und transzellulär. Die parazelluläre Permeation der 
SCFA scheint wenig wahrscheinlich. Die Begründung ergibt sich aus folgenden 
Beobachtungen. Im Pansen liegen SCFA bei einem intraruminalen pH-Wert von rund 6,4 
(ASCHENBACH et al. 2011) und einem pK-Wert der Fettsäuren von rund 4,8 (VELAZQUEZ 
et al. 1997) zu etwa 90% in ihrer dissoziierten Form vor (HUHN 2004). Der parazelluläre 
Transport der dissoziierten Form der SCFA wäre demzufolge elektrogen und müsste durch 
unterschiedliche elektrische Gradienten, die an der Pansenwand angelegt werden, 
beeinflussbar sein. Zahlreiche Studien konnten allerdings zeigen, dass der elektrische 
Gradient unter Ausschluss des chemischen Gradienten keinen Einfluss auf den Transport 
der SCFA hat. Damit kann davon ausgegangen werden, dass die parazelluläre Resorption 
der SCFA durch die Pansenwand eine untergeordnete Rolle spielt (STEVENS und 
STETTLER 1966; SEHESTED et al. 1999; RACKWITZ 2012). Demnach werden SCFA 
vermutlich im Wesentlichen transzellulär resorbiert. Das bedeutet, dass sie zunächst 
lumenseitig in die Epithelzellen aufgenommen werden müssen. Die möglichen 
Transportwege sind im folgenden Abschnitt näher erläutert. 
 
2.2.2 Lumenseitige Aufnahme von SCFA in die Pansenepithelzelle 
 
Die Aufnahme an der lumenorientierten Seite des Pansenepithels kann in der 
undissozierten Form HSCFA oder in der dissoziierten Form SCFA- geschehen. Für die 
HSCFA ist eine passive Diffusion anzunehmen, da sie wesentlich lipophiler und damit 
membrangängiger als SCFA- sind. Die dissoziierte Form SCFA- ist dagegen wenig lipophil 
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und muss aktiv über Transportproteine in die Zelle aufgenommen werden. ASCHENBACH 
et al. (2009) konnten zeigen, dass die lipophile Diffusion nur eine geringe Rolle spielt und 
die SCFA zum großen Teil als SCFA- über Transportproteine aufgenommen werden. 
Transporter, die für eine Aufnahme von SCFA- auf der lumenorientierten Seite in Frage 
kommen, sind zum einen Transporter, die SCFA- gegen Bikarbonat tauschen: Anion 
Exchanger 2 (AE2) [SLC4A2], Downregulated in Adenoma (DRA) [SLC26A3] und Putative 
Anion Transporter 1 (PAT1) [SLC36A1]. Alle diese Transporter konnten auf mRNA-Ebene 
im Pansenepithel nachgewiesen werden (BILK 2007). Allerdings ist die Lokalisation von AE, 
DRA und PAT1 immunhistochemisch noch nicht genau untersucht. Damit wäre auch eine 
Orientierung der genannten Transporter in der blutseitigen Membran möglich. Erst kürzlich 
konnte funktionell und immunhistochemisch in einer Studie gezeigt werden, dass der PAT1 
in der blutorientierten Membran lokalisiert ist (ALAMEEN und RACKWITZ 2014). Ein 
weiterer Kandidat für die Aufnahme von SCFA- an der lumenorientierten Membran ist ein 
MCT. Immunhistochemisch wurde die Isoform 4 an der lumenseitigen Membran des 
Pansenepithels nachgewiesen (KIRAT et al. 2007). Dessen Beteiligung an der Aufnahme 
von SCFA wird vermutet, konnte aber noch nicht eindeutig untersetzt werden (KIRAT et al. 
2007; ASCHENBACH et al. 2009; DENGLER et al. 2014). Auch sind die 
Transportcharakteristika des MCT4 im Pansenepithel noch nicht näher untersucht, es wird 
aber ein Kotransport von SCFA mit Protonen vermutet (CONNOR et al. 2010).  
 
2.2.3 Intraepitheliale Metabolisierung der SCFA 
 
Die aus dem Pansen aufgenommenen SCFA werden in den Epithelzellen teilweise 
metabolisiert (KRISTENSEN et al. 1998). Dabei gibt es deutliche Unterschiede in der 
Metabolisierungsrate der einzelnen Fettsäuren. In einer Studie von KRISTENSEN et al. 
(2000) konnte gezeigt werden, dass nur Butyrat im großen Umfang metabolisiert wird, 
Azetat und Propionat dagegen kaum. Eine Erklärung für die Unterschiede zwischen den 
Fettsäuren bietet die unterschiedliche Enzymkinetik der AcylCoA-Synthetasen (REMOND et 
al. 1995). Diese Enzyme dienen der Aktivierung der Fettsäuren vor ihrer Metabolisierung 
und haben eine absteigende spezifische Aktivität für Butyrat > Propionat > Azetat. Diese 
spezifische Enzymkinetik führt zu einer präferenziellen Aktivierung von Butyrat und damit 
auch zu einem verstärkten Metabolismus gegenüber den anderen beiden SCFA. Die 
entstehenden Metabolite sind bei Butyrat und Azetat vor allem Ketonkörper wie Azetoazetat 
und β-Hydroxybutyrat (BERGMAN 1990; KRISTENSEN et al. 1998). Der Abbau von 
Propionat führt vor allem zur Entstehung des Metaboliten L-Laktat (WEIGAND et al. 1975). 
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Der intrazelluläre Abbau der SCFA insbesondere des Butyrats hat zahlreiche Vorteile für die 
Pansenepithelzellen selbst und für die transepitheliale Permeation der SCFA: 
 Durch den intrazellulären Abbau der SCFA kommt es zur Aufrechterhaltung des 
Konzentrationsgradienten vom Pansenlumen nach intrazellulär, welches eine weitere 
Aufnahme von SCFA aus dem Pansen begünstigt (KRISTENSEN et al. 2000; 
GÄBEL et al. 2001).  
 Die hohe Metabolisierungsrate des Butyrat führt zu einem schnellen Abbau eben 
dieser Fettsäure in den Zellen. Das schützt die Pansenepithelzelle vor möglichen 
Schädigungen durch Butyrat, welches bei entsprechenden Konzentrationen in die 
Zellproliferation, -differenzierung und -apoptose der Pansenzelle eingreifen kann 
(NEOGRADY et al. 1989).  
 Der Abbau von Butyrat bereits in der Pansenepithelzelle trägt zum Schutz des 
Gesamtorganismus vor einer zu starken Anflutung von Butyrat bei. Es gelangen die 
aus Butyrat gebildeten Ketonkörper in den Blutkreislauf, welche zum einen 
hydrophiler und damit im Blut besser löslich sind und von den Geweben wesentlich 
effektiver zur Energiegewinnung genutzt werden können als Butyrat selbst (GÄBEL 
et al. 2002).  
 Die metabolisierten Fettsäuren selbst stellen die wichtigste Energiequelle für die 
Pansenepithelzellen dar (BRITTON und KREHBIEL 1993).  
 
2.2.4 Blutseitige Ausschleusung aus der Pansenepithelzelle 
 
Auch an der blutseitigen Membran kann es einerseits zu einer lipophilen Diffusion der 
HSCFA kommen und zum anderen ein aktiver Transport der SCFA- über Membranproteine 
erfolgen. Die lipophile Diffusion ist aber nur von geringer Bedeutung, da lediglich ein 
verschwindend geringer Anteil der kurzkettigen Fettsäuren als membrangängige HSCFA 
vorliegt. Auf Grund der intraepithelialen Metabolisierung der SCFA entstehen zudem 
hydrophile Metabolite, die noch zusätzlich zu den SCFA- an der blutorientierten Membran 
anfallen. Damit kann davon ausgegangen werden, dass auch auf der blutorientierten Seite 
des Epithels vor allem ein aktiver Transport über Membranproteine eine Rolle spielt. Es sind 
somit hauptsächlich membrangebundene Transportproteine, die den Transport von SCFA 
und deren Metaboliten auf der blutorientierten Seite der Membran vermitteln (KIRAT et al. 
2006b; DENGLER et al. 2013). Es werden verschiedene Transporter diskutiert, die an der 
Ausschleusung von SCFA beteiligt sind. In einer Studie von DENGLER et al. (2013) konnte 
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gezeigt werden, dass Azetat über einen SCFA-/HCO3
--Austauscher transportiert wird. Die 
Hemmstoffcharakteristik des Transporters spricht in den Untersuchungen von DENGLER et 
al. (2013) für den MCT1. Auch MÜLLER et al. (2002) konnten eine Beteiligung des MCT1 
an der Ausschleusung von Ketonkörpern aus kultivierten Pansenepithelzellen belegen. 
Immunhistochemisch konnte der MCT1 an der blutseitigen Membran des Pansenepithels 
nachgewiesen werden (MÜLLER et al. 2002; KIRAT et al. 2006b). Es kommen darüber 
hinaus aber auch weitere Anionenaustauscher wie AE2, DRA und PAT1 für den Transport 
der SCFA und/oder deren Metabolite in Frage. Bislang konnte von diesen drei 
Transportproteinen nur der PAT1 immunhistochemisch auf der blutseitigen Membran 
lokalisiert und eine Beteiligung am Azetattransport nachgewiesen werden (ALAMEEN und 
RACKWITZ 2014). Ein weiterer Kandidat für den SCFA Transport aus der 
Pansenepithelzelle in das Blut wird von STUMPFF et al. (2009) diskutiert, welche einen 
Anionenkanal in gepatchten Pansenepithelzellen nachgewiesen haben, der für den 
Transport von Azetat, Chlorid und Bikarbonat zuständig ist.  
Sowohl an der lumenorientierten Membran als auch an der blutseitigen Membran des 
Pansenepithels sind MCT an der transepithelialen Permeation von SCFA beteiligt. Für den 
MCT1 auf der blutseitigen Membran liegen bereits funktionelle Studien vor, die dessen 
Beteiligung stark untermauern und ihm eine zentrale Rolle in der SCFA Permeation im 
Pansen einräumen (KIRAT et al. 2006b; DENGLER et al. 2013). Auf Grund ihrer Rolle im 
SCFA Transport soll im folgenden Kapitel die Bedeutung der Monocarboxylattransporter 
näher beleuchtet werden.  
 
2.3 Bedeutung der Monocarboxylattransporter 
 
2.3.1 Die Familie der Monocarboxylattransporter 
 
Bisher sind 14 Mitglieder der Monocarboxylattransporterfamilie identifiziert worden 
(HALESTRAP 2013). Da es im Laufe ihrer Entdeckung zahlreiche Neunummerierungen der 
MCT gab, sollen Verwechslungen ausgeschlossen werden, indem die 
Monocarboxylattransporter (MCT) offiziell als SLC (solute carrier) 16 Gene bezeichnet und 
durchnummeriert werden (GRAY et al. 2013). Experimentell konnte bisher für MCT1 
[SLC16A1], MCT2 [SLC16A7], MCT3 [SLC16A8] und MCT4 [SLC16A3] gezeigt werden, 
dass sie in der Lage sind, Monocarboxylate und deren Metaboliten, wie Pyruvat, L-Laktat, 
Azetoazetat und β-Hydroxybutyrat, zu transportieren (HALESTRAP und MEREDITH 2004). 
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Die Funktionen der restlichen MCT sind nur teilweise geklärt, MCT8 [SLC16A2] fungiert als 
Thyroidhormontransporter, MCT10 [SLC16A10] transportiert aromatische Aminosäuren 
(VISSER et al. 2009). Die nachfolgenden Ausführungen beziehen sich daher auf die 
Isoformen 1 bis 4, die nachweislich Monocarboxylate transportieren. In den meisten 
Geweben erfolgt der Monocarboxylattransport protonengekoppelt (POOLE und 
HALESTRAP 1993; JACKSON und HALESTRAP 1996). In der Niere gibt es einen 
natriumgekoppelten Monocarboxylattransporter (POOLE und HALESTRAP 1993). Im Kolon 
und Pansen wird der MCT1 auch als Anionenaustauscher diskutiert (RITZHAUPT et al. 
1998; DENGLER et al. 2013). 
 
2.3.2 Das Zusammenspiel von MCT1 und MCT4 
 
Die Skelettmuskulatur ist ein gutes Beispiel für das Zusammenwirken von zwei Isoformen 
des MCT in einem Organ. MCT1 wird in der Skelettmuskulatur in der Membran von „roten“ 
also überwiegend aerob arbeitenden Muskelzellen exprimiert, wohingegen MCT4 vor allem 
in der Membran von „weißen“ also überwiegend anaerob arbeitenden Muskelzellen 
exprimiert wird (BONEN 2001). Wenn es zu starker Muskelarbeit kommt, führt eine 
verstärkte Glykolyse zu einer Ansammlung von Laktat in der Zelle. Der vorrangig in den 
glykolytischen Fasern exprimierte MCT4 sorgt für einen schnellen Abtransport des 
anfallenden Laktats. Das Laktat ist aber kein Abfallprodukt, sondern kann in den „roten“ 
Skelettmuskelfasern wieder der Glukoneogenese zugeführt werden. Die Aufnahme erfolgt 
über den hauptsächlich in diesen Muskelfasern exprimierten MCT1. Beide MCT sind 
allerdings in der Lage, das Laktat sowohl in die Zelle hinein als auch aus der Zelle heraus zu 
transportieren. Dass die Aufnahme des Laktats vor allem in die „roten“ Fasern erfolgt, liegt 
an der höheren Affinität des MCT1 für Laktat mit einer Km von 3,5-8,3 mM verglichen mit 
dem MCT4 mit einer Km von 25-31 mM (THOMAS et al. 2012). Die geringe Affinität, aber 
hohe Kapazität von MCT4 für Laktat führt wiederum zu einen schnellen Abtransport aus der 
Zelle, wenn intrazellulär hohe Mengen Laktat anfallen. Dieser Mechanismus wird auch als 
Laktat-Shuttle bezeichnet, da es zu einer effizienten Umverteilung des anfallenden Laktats 
in der Muskulatur kommt (BROOKS 2002). Die gemeinsame Expression von MCT1 und 
MCT4 könnte auch in anderen Organen zu einem optimalen Zusammenspiel auf 






2.3.3 Das Hilfsprotein CD147 
 
MCT sind Membranproteine, die nach erfolgter Synthese in die Membran eingelagert 
werden müssen. Bei MCT1 und MCT4 ist dafür ein Hilfsprotein nötig, das CD147, auch 
Basignin oder EMMPRIN (extracellular matrix metalloproteinase inducer) genannt. WILSON 
et al. (2005) konnten zeigen, dass CD147 wichtig für die Translokation von MCT1 und 
MCT4 in die Plasmamembran und für deren Funktionalität ist. In dieser Studie wurde auch 
der Wirkmechanismus des MCT-Hemmstoffs p-Hydroxymercuribenzensulfonsäure (pHMB) 
aufgeklärt, welcher an der Disulfidbrücke der Ig-ähnlichen C2 Domäne des CD147 angreift 
und damit die Interaktion mit den MCT unterbindet. Damit wird pHMB als ein spezifischer 
Hemmstoff für MCT1 und MCT4 angesehen (WILSON et al. 2005). 
 
2.4 Monocarboxylattransporter im Pansen von Wiederkäuern 
 
2.4.1 Monocarboxylattransporter 1 
 
MÜLLER et al. (2002) zeigten auf mRNA-Ebene das Vorhandensein von MCT1 im 
Pansenepithel des Schafes sowie in kultivieren Pansenepithelzellen. Immunhistochemisch 
konnte der MCT1 in der blutorientierten Seite des Pansenepithels lokalisiert werden. Diese 
Befunde wurden durch nachfolgende Untersuchungen untersetzt. GRAHAM et al. (2007) 
konnten immunhistochemisch die Lokalisation im Stratum basale auf der blutorientierten 
Seite im Rinderpansen bestätigen. Darüber hinaus war auch eine diffuse Färbung des 
Stratum spinosum und Stratum granulosum sichtbar, was die Autoren als Hinweis auf ein 
Vorkommen des MCT1 im Pansenepithel auch außerhalb des Stratum basale nahmen. 
KIRAT et al. (2006a; 2006b) konnten im Pansen der Ziege und des Schafes eine 
membranäre Lokalisation des MCT1 im Stratum basale und Stratum spinosum 
nachweisen. Auf Grund seiner Lage in der blutorientierten Membran des Stratum basale 
liegt die Annahme nahe, dass der MCT1 eine Bedeutung für den Transport von SCFA 
und/oder deren Metaboliten aus dem Pansenepithel in das Blut hat (MÜLLER et al. 2002; 
GÄBEL und ASCHENBACH 2006; KIRAT et al. 2006b; DENGLER et al. 2013). Das 
Substratspektrum des ruminalen MCT1 umfasst vor allem Metabolite wie Laktat,               
β-Hydroxybutyrat und Azetoazetat (MÜLLER et al. 2002) und die Fettsäure Azetat 
(DENGLER et al. 2013). KOHO et al. (2011) und LAARMAN et al. (2012) konnten in ihren 
Studien an ausgewachsenen Rindern bzw. Kälbern zeigen, dass nach einer vermehrten 
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Anflutung von SCFA über das Futter MCT1 auf mRNA- und Proteinebene hochreguliert 
wird. Solch ein Eingreifen von SCFA in die Genexpression bei verstärkter Anflutung gibt 
laut der genannten Autoren einen Hinweis auf eine direkte oder indirekte Beteiligung von 
MCT1 an der Permeation von SCFA und seinen Metaboliten. In diesen beiden Studien 
wurde jeweils eine konzentratreiche Fütterung genutzt. In einer Studie von DENGLER et 
al. (2014) konnte auch die alleinige Zufuhr von Butyrat am isolierten Pansenepithel des 
Schafes eine Hochregulierung des MCT1 auf mRNA- und Proteinebene induzieren.  
 
2.4.2 Monocarboxylattransporter 2 
 
KIRAT et al. (2013) untersuchten systematisch das gesamte Magen-Darm-System des 
Rindes auf das Vorhandensein von Monocarboxylattransportern. Die MCT-Isoformen 1-4 
konnten dabei alle mittels PCR (Polymerase Kettenreaktion) im Pansen nachgewiesen 
werden. In dieser Studie gelang es, MCT2 immunhistochemisch an den Zellgrenzen des 
Stratum spinosum und des Stratum basale anzufärben. Ein schwaches Signal war 
außerdem im Stratum granulosum detektierbar, welches für eine niedrige Expression des 
MCT2 in dieser Zellschicht spricht. KOHO et al. (2005) und GRAHAM et al. (2007) 
konnten dagegen keinen MCT2 mittels Western Blot in Rentier-, bzw. Rinderpansen 
detektieren - trotz eines positiven Nachweises der mRNA. Obwohl der Nachweis des 
MCT2 im Pansen gelang, ist dessen Funktion ungeklärt. In einer Studie von KIRAT et al. 
(2013) wurde eine Beteiligung des MCT2 am Transport von SCFA vermutet, da sein 
Substratspektrum dem des MCT1 und MCT4 sehr ähnelt. Funktionelle Studien dazu 
fehlen aber noch. 
 
2.4.3 Monocarboxylattransporter 3 
 
MCT3 konnte bei Nichtwiederkäuern nur in Retinagewebe und im Plexus choroideus 
nachgewiesen werden, wo er gemeinsam mit MCT1 eine Funktionseinheit bildet (PHILP et 
al. 2001). Untersuchungen an Rindern zeigten ein Vorkommen in Milchdrüse und 
Pankreas (KIRAT und KATO 2009; KIRAT und KATO 2014). KIRAT et al. (2013) fanden  
MCT3 auf mRNA-Ebene ebenso im Pansen von Rindern. Allerdings gelang es KIRAT et 
al. (2013) nicht, MCT3 auf Proteinebene nachzuweisen und es wurde eine sehr geringe 
Expression dieses Transporters im Pansen vermutet. GRAHAM et al. (2007) konnten 
keinen Nachweis von MCT3 auf mRNA-Ebene erbringen. Es ist bislang ungeklärt, ob 
MCT3 im Pansen überhaupt vorkommt und welche Funktion er inne hat. 
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2.4.4 Monocarboxylattransporter 4 
 
MCT4 wurde vor allem in Geweben nachgewiesen, deren Energiegewinnung auf 
glykolytischen Stoffwechselwegen beruht, z.B. in weißen Muskelfasern, Astrozyten, 
Chondrozyten und Leukozyten (DIMMER et al. 2000; HALESTRAP und MEREDITH 
2004). Aber auch im Pansen konnten zahlreiche Arbeitsgruppen den MCT4 bei 
Wiederkäuern nachweisen. KOHO et al. (2005) waren mittels Western Blot in der Lage, 
das Vorhandensein von MCT4 im Rentierpansen zu zeigen. KIRAT et al. (2007) wiesen 
MCT4 auf Proteinebene im Pansen von Rindern nach und lokalisierten ihn 
immunhistochemisch in der Membran von Stratum corneum und Stratum granulosum. 
Außerdem war eine diffuse MCT4-spezifische zytoplasmatische Färbung von Stratum 
spinosum und Stratum basale zu finden. Von weiteren Arbeitsgruppen konnte der MCT4 
auch auf mRNA-Ebene im Pansen nachgewiesen werden (KIRAT et al. 2013; METZLER-
ZEBELI et al. 2013; MALHI et al. 2013). Die Funktion des MCT4 im Pansen ist noch nicht 
endgültig geklärt, KIRAT et al. (2007) schließen aus seiner Lage in der lumenseitigen 
Membran des Pansenepithels auf eine Bedeutung des MCT4 für die Aufnahme von SCFA 
aus dem Pansenlumen in das Epithel. Die intrazelluläre Lokalisation in den tieferen 
Zellschichten des Pansens könnte einen mitochondrialen Laktattransport vermitteln 
(KIRAT et al. 2007). Auch die Hochregulierung des MCT4 auf mRNA-Ebene nach 
Butyratinfusion in den Pansen spricht laut den Autoren für eine Beteiligung an der SCFA-
Permeation (MALHI et al. 2013). Ebenso konnten DENGLER et al. (2014) eine 
Hochregulierung des MCT4 gemeinsam mit dem MCT1 nach Butyratinkubation am 
isolierten Pansenepithel feststellen, welches die Annahme einer Beteiligung beider MCT 
an der Permeation von SCFA und deren Metaboliten am Pansen untersetzt. 
ASCHENBACH et al. (2009) dagegen schlussfolgerten aus Hemmstoffcharakteristika bei 
Uptake-Studien am Pansenepithel, dass kein MCT an der Aufnahme von Azetat in das 
Epithel an der lumenorientierten Seite beteiligt ist.  
 
2.5 Regulationsmechanismen für MCT1 und MCT4 
 
2.5.1 Regulation von MCT1 & 4 in nichtruminalen Geweben 
 
Die Regulation von MCT1 und MCT4 ist am besten in der Skelettmuskulatur untersucht, da 
sie hier die wichtige Funktion des Laktattransportes übernehmen und damit einen Faktor für 
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die optimale Laktatverwertung bei Leistungssport darstellen (THOMAS et al. 2012). Es 
konnte gezeigt werden, dass vor allem aerobes Training die Expression des MCT1 und des 
MCT4 positiv beeinflusst (BONEN et al. 1998; JUEL und HALESTRAP 1999; THOMAS et 
al. 2012). In diversen Studien wurden zahlreiche Faktoren eingegrenzt, die systemisch auf 
die Expression der MCT in der Skelettmuskulatur einwirken. Hierzu zählen hypoxische 
Bedingungen (MCCLELLAND und BROOKS 2002; PEREZ DE et al. 2010), die Ernährung 
(LAMBERT et al. 2003; KIRAT et al. 2009), das Geschlecht und Alter (ROTH et al. 2002), 
metabolische Faktoren wie Laktat (HASHIMOTO et al. 2007) und zahlreiche Hormone wie 
Trijodthyronin (WANG et al. 2003), Insulin (CHENAL et al. 2008), Katecholamine (CHENAL 
und PELLERIN 2007) und Testosteron (ENOKI et al. 2006). Aber auch an anderen 
Geweben wurde der Einfluss von verschiedenen Substraten auf die MCT1 & 4 Expression 
untersucht. Im Fokus der Untersuchungen stand häufig der Effekt von SCFA und 
Ketonkörper auf die Expression. In Studien mit ketogenen Diäten, welche einen erhöhten   
β-Hydroxybutyratspiegel im Plasma erzeugen, konnte eine gesteigerte Expression von 
MCT1 im Endothel und Neuropil des Gehirns beobachtet werden (LEINO et al. 2001). 
Butyrat löste in verschiedenen Studien an Kolonepithelzellen eine Erhöhung der MCT1 
mRNA- und Proteinexpression aus, allerdings hatten weder Azetat noch Propionat einen 
Effekt auf die Expression (CUFF et al. 2002; BORTHAKUR et al. 2008). Auch die MCT4 
Expression konnte in einer Tumorzelllinie durch die Zugabe von 0,5 mM Butyrat gesteigert 
werden (QUEIROS et al. 2012). Weiterhin wurde in dieser Studie gezeigt, dass es durch 
Butyrat zu einer Einlagerung des MCT1 Proteins aus dem Zytoplasma in die Zellmembran 
kommt, aber nicht zu einer erhöhten Proteinexpression des MCT1. 
Es konnte bereits gezeigt werden, dass systemische und substratspezifische Faktoren die 
Expression der MCT beeinflussen können. Welche Mechanismen die Regulation auf 
mRNA-Ebene umsetzen ist aber in den verschiedenen Geweben noch nicht vollständig 
geklärt. Kandidaten, die für die Vermittlung dieser Regulation in Frage kommen, sollen in 
den nachfolgenden Abschnitten vorgestellt werden.  
Besondere Bedeutung für die Regulation des MCT1 scheint dabei dem Transkriptionsfaktor 
PPAR (Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor) zuzukommen. BENTON et al. (2008) 
konnten in einer Studie an Rattenmuskeln zeigen, dass eine Transfektion mit PGC-1α, 
einem Koaktivator von PPARα und PPARȖ, zu einer verstärkten MCT1 Expression führte. 
Dies untersetzend konnten KÖNIG et al. (β008) zeigen, dass PPARα Agonisten zu einer 
erhöhten Expression von MCT1 in der Leber von Ratten führen, wohingegen bei transgenen 
PPARα-defizienten Ratten die MCT1 Expression nicht erhöht war. Allerdings konnte in einer 
weiteren Studie keine Induktion der Promotoraktivität des MCT1 durch PPARα Agonisten 
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erzielt werden, welches die direkte Regulation über PPARα in Frage stellt (KÖNIG et al. 
2010). Ausgeschlossen wurde in der Studie von KÖNIG et al. (2008) ein Einfluss von 
PPARȖ auf die MCT1 Expression, da PPARȖ Agonisten keine Expressionssteigerung des 
MCT1 auslösen konnten. In einer Studie an Mäusen, die gefastet hatten und damit einen 
erhöhten Ketonkörperspiegel im Plasma aufwiesen, zeigte der Einsatz von PPARα-
defizienten Mäusen, dass der Einfluss von PPARα auf die auftretenden Änderungen der 
MCT1 & 4 Expression nur geringfügig ist (SCHUTKOWSKI et al. 2014). Alternative 
Regulationswege wurden in dieser Studie aber nicht benannt. Einen anderen Ansatz 
untersuchten BORTHAKUR et al. (2008), welche eine Regulation von MCT1 in intestinalen 
Epithelzellen über den NF-κB Weg postulierten. In dieser Studie konnte auch eine direkte 
Stimulation des MCT1 Promotors über NF-κB nachgewiesen werden.  
Die der MCT4 Regulation zugrunde liegenden Mechanismen sind vor allem an 
verschiedenen Tumorgeweben, in denen hypoxische Versorgungslagen häufig vorkommen, 
gut untersucht. Hier scheint HIF-1α als regulatorisches Protein für den MCT4 eine 
entscheidende Rolle zuzukommen (ULLAH et al. 2006; CHENG et al. 2012). In der Studie 
von ULLAH et al. (2006) konnte außerdem gezeigt werden, dass ausschließlich der MCT4 
und nicht der MCT1 über HIF-1α reguliert wird. Untersuchungen an einer 
Astrozytenzellkultur ergaben ebenfalls eine Regulierung des MCT4 über HIF-1α unter 
hypoxischen Bedingungen bei nichttumorösen Zellen (ROSAFIO und PELLERIN 2014). 
Neben HIF-1α haben weitere Transkriptionsfaktoren einen Einfluss auf die Expression des 
MCT4. An Skelettmuskelzellen konnte gezeigt werden, dass an der Expression des MCT4 
die Proteinkinase Cδ (PKCδ) im Zusammenspiel mit HIF-1α beteiligt ist (NARUMI et al. 
2012). Es gibt bislang aber noch keine Daten, die den Einfluss des beim MCT1 so wichtigen 
Transkriptionsfaktors PPARα auf die Regulation des MCT4 untersuchen. Auch bleibt die 
Frage, ob MCT1 & 4 überhaupt gemeinsam reguliert werden können, wenn dafür 
unterschiedliche Regulationsmechanismen angesprochen werden müssten. In der Literatur 
gibt es sowohl Daten, dass MCT1 & 4 gemeinsam reguliert werden können, als auch Daten, 
die auf eine getrennte Regulation beider Isoformen hindeuten. Bei Tumorzellen konnte unter 
Hypoxie eine parallel gesteigerte Expression von MCT1 und MCT4 induziert werden 
(RADEMAKERS et al. 2011; CHENG et al. 2012). Dagegen konnte BONEN (2001) am 
Beispiel von Herz- und Skelettmuskelzellen nachweisen, dass MCT gewebespezifisch sehr 
verschieden reguliert werden können und nicht auf die gleichen Stimuli ansprechen. Im 
Gegensatz zu den Untersuchungen an Tumorzellen wurde in dieser Studie keine parallele 
Regulierung von MCT1 und MCT4 beobachtet. Das gleiche Ergebnis zeigte sich auch in 
den Untersuchungen von HATTA et al. (2001), die je nach Gewebe und Isoform darüber 
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hinaus auch einen Unterschied in der Art der Regulation, also transkriptional oder 
posttranskriptional fanden. Auf Grund der unterschiedlichen Aussagen über die Regulation 
der MCT in den verschiedenen Gewebearten stellt sich die Frage, über welche 
Mechanismen im Pansen MCT1 und MCT4 reguliert werden und ob es auch hier zu einer 
parallelen Antwort beider MCT auf die Stimuli kommt. 
 
 2.5.2 Regulation von MCT1 & 4 in ruminalen Geweben 
 
2.5.2.1 Systemische Einflüsse 
 
PFANNKUCHE et al. (2013) untersuchten den Einfluss des Lebensalters von Kälbern auf 
die Expression und die Orientierung von MCT1 im Pansenepithel. Es konnte gezeigt 
werden, dass innerhalb der ersten 4 Tage nach der Geburt der MCT1 von einer luminalen 
Orientierung im Pansenepithel an die blutorientierte Membran verlagert wird. Parallel dazu 
kam es nach dieser Zeitspanne im Pansen zu einer verstärkten Expression des MCT1. Es 
wird hier ein Zusammenhang mit dem steigenden Laktatgehalt im Blut vermutet, welcher 
damit als Trigger für die Änderungen in der MCT1 Lokalisation und Expression fungieren 
würde. Der Einfluss von SCFA ist hier untergeordnet, da in den ersten Lebenswochen noch 
keine oder allenfalls nur ein geringe Produktion von SCFA im Pansen stattfindet (ZITNAN et 
al. 1993). Eine Altersabhängigkeit der MCT1 Expression konnte auch von KOHO et al. 
(2005; 2011) an Ziegenlämmern und Rentierkitzen gezeigt werden, bei denen die MCT1 
Expression innerhalb einer Woche nach der Geburt stark anstieg.  
 
2.5.2.2 Substratspezifische Einflüsse 
 
Diverse Studien konnten zeigen, dass die Fütterung einen Einfluss auf die ruminale MCT1 
Expression hat. In den Studien von KOHO et al. (2005; 2011) führte eine konzentratreiche 
Fütterung bei Rentieren und Rindern zu einer erhöhten MCT1 Expression im Pansen 
gegenüber raufutterreich ernährten Tieren. LAARMAN et al. (2012) zeigten in ihrer Studie, 
dass eine Kraftfuttergabe bei Kälbern zu einer verstärkten MCT1 Expression im Pansen 
führt. Sowohl in den Studien von KOHO et al. (2005; 2011) als auch in der Studie von 
LAARMAN et al. (2012) konnte kein Rückschluss auf das Substrat gezogen werden, das bei 
einer verstärkten Konzentratfütterung zu einer Expressionssteigerung des MCT1 führt. Da 
eine konzentratreiche Fütterung zahlreiche Auswirkungen auf den Panseninhalt hat, können 
sowohl veränderte Nährstoffgehalte im Pansen als auch Faktoren im Blut einen Einfluss 
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haben. Es kommt bei konzentratreicher Fütterung zu einem Anstieg der 
Gesamtkonzentration an SCFA im Pansen, aber vor allem der Anteil an Butyrat nimmt stark 
zu (BERGMAN 1990). So könnte Butyrat ein möglicher Trigger für die Effekte auf Genebene 
sein, da es auch modulatorisch in die Expression verschiedener Gene eingreift 
(NEOGRADY et al. 1989; LI und LI 2008). Eine Butyratinfusion in den Pansen von Kälbern 
führte in einer Studie von BALDWIN et al. (2012) allerdings nicht zu einer verstärkten MCT1 
Expression. Auch MALHI et al. (2013) konnten keinen Effekt auf die MCT1 Expression nach 
Butyratinfusion in den Pansen bei Ziegen nachweisen. Allerdings wurde in dieser Studie 
gezeigt, dass die MCT4 Expression durch die Infusion mit Butyrat gesteigert werden kann. 
Eine weitere Studie zum Einfluss auf die MCT4 Expression von KOHO et al. (2005) konnte 
wiederum keinen Unterschied der MCT4 Expression zwischen raufutterreich und 
konzentratreich gefütterten Rentieren feststellen. DENGLER et al. (2014) untersuchten 
Substrate, die die mRNA- und Proteinexpression beeinflussen könnten, am isolierten 
Pansenepithel von Schafen. Sowohl Butyrat als auch Hypoxie, welches eine 
Metabolitenakkumulation in der Zelle vergleichbar der Butyratmetabolite induziert, führen zu 
einer gesteigerten MCT1 und MCT4 Expression. Es gibt daher sowohl Daten, die einen 
Einfluss bestimmter Substrate auf die Expression der MCT nahe legen, aber auch Studien 
mit gegenteiligen Aussagen. Die Art der Fütterung scheint somit einen Einfluss auf die 
Expression von MCT1 und eventuell auch von MCT4 zu haben, allerdings ist der Trigger, 
der zu einer Expressionsänderung führt, noch nicht endgültig geklärt. Butyrat wird dabei 
immer wieder als auslösende SCFA für eine Regulation der MCT vermutet, die Ergebnisse 
der einzelnen Studien sind allerdings konträr. 
 
2.5.2.3 Regulation der ruminalen MCT Expression auf mRNA-Ebene 
 
Bislang gibt es nur wenige Studien, die sich mit den Mechanismen der MCT Regulation auf 
mRNA-Ebene im Pansen beschäftigen. PENNER  et al. (2011) vermuteten, dass es nach 
einer vermehrten SCFA-Anflutung, vor allem von Butyrat, zu einer Aktivierung der 
Regulationsproteine SREBP (sterol regulatory element binding protein) und PPARα im 
Pansen kommt. Die Auswirkungen auf die MCT Expression wurden in dieser Studie 
allerdings nicht untersucht. DENGLER et al. (2014) analysierten verschiedene 
Regulationsproteine nach Expositon von Pansenepithel gegenüber 50 mM Butyrat bzw. 
gegenüber hypoxischen Bedingungen und fanden Hinweise auf eine Aktivierung von NF-κB, 
HIF-1α und PPARα verbunden mit einer gesteigerten Expression von MCT1 und MCT4. 
Auch hier kann allerdings ein Zusammenhang zwischen der Aktivierung der 
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Regulationsproteine und der Expression der MCT nur vermutet werden. Sowohl in 
nichtruminalen Geweben als auch im Pansen scheint PPARα eine entscheidende Rolle in 
der Regulation der MCT zu spielen.  Darum soll in den folgenden Abschnitten genauer auf 
die Funktionsweise des PPARα und auf die Bedeutung für den Wiederkäuer eingegangen 
werden. 
 
2.5.3 Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor α (PPARα) 
 
PPARα gehört zu den ligandengesteuerten Transkriptionsfaktoren, die sich an die DNA der 
Zielgene binden und damit deren Expression regulieren (TORRA et al. 2001). Entsprechend 
besitzt der PPARα eine ligandenbindende Domäne und eine DNA bindende Domäne auf 
seiner Oberfläche (GIGUERE 1999). Die Liganden müssen in den Zellkern gelangen, in 
dem der PPARα lokalisiert ist, und sich an die ligandenbindende Domäne binden. Daraufhin 
heterodimerisiert PPARα mit dem Retinoid-X-Rezeptor (RXR), was zu einer 
Konformationsänderung des Transkriptionsfaktors führt. Gemeinsam binden sie mit Hilfe der 
DNA-bindenden Domäne an einer spezifischen DNA-Sequenz in der Promotorregion des 
Zielgens, dem peroxisome proliferator response element (PPRE). Dies löst dann die 
Expression des Zielgens aus (KLIEWER et al. 1992). Sowohl Liganden des PPARα als 
auch des RXR können diesen Mechanismus in Gang setzen (GIGUERE 1999). Eine weitere 
Form der Aktivierung ist die Phosphorylierung der MAP(mitogen-activated protein)–Kinasen 
in der modulatorischen Region des PPARα (JUGE-AUBRY et al. 1999). PPARα selbst kann 
auch mit anderen Transkriptionsfaktoren interagieren und dadurch die Genexpression 
bestimmter Zielgene herunter regulieren. Dieser Regulationsmechanismus wird auch 
Transrepression genannt (RICOTE und GLASS 2007). 
PPARα wird vor allem verstärkt in Geweben exprimiert, die eine erhöhte Rate der 
mitochondrialen oder peroxisomalen β-Oxidation zeigen, wie z.B. Leber, Skelett- und 
Herzmuskel, Niere und braunes Fettgewebe (BRAISSANT et al. 1996). PPARα spielt eine 
entscheidende Rolle im intrazellulären Fettsäuremetabolismus, er aktiviert Gene, die an der 
Fettsäureoxidation in Mitochondrien und Peroxisomen, im Fettsäuretransport und                  
–metabolismus beteiligt sind und hemmt Gene der de novo Fettsäuresynthese (VAN 
RAALTE et al. 2004; MANDARD et al. 2004). Darüber hinaus ist er auch am 
Aminosäuremetabolismus, der intestinalen Motilität und an der Abwehr oxidativen Stresses 
beteiligt (DE VOGEL-VAN DEN BOSCH et al. 2008).  Es sind bereits zahlreiche natürliche 
und synthetische Liganden für den PPARα bekannt. Zu den natürlichen Liganden zählen 
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gesättigte und ungesättigte langkettige Fettsäuren sowie Eicosanoide (GREEN und WAHLI 
1994; YU et al. 1995). Als synthetische Liganden sind vor allem die Fibrate wie Clofibrat, 
Bezafibrat, Fenofibrat und Gemfibrozil bekannt (STAELS et al. 1997). Ein weiterer 
synthetischer, sehr potenter und spezifischer Agonist des PPARα ist WY 14.643. KLIEWER 
et al. (1994) konnten zeigen, dass WY 14.643 der potenteste PPARα Agonist ist, welcher 
ausschließlich die Isoform α und nicht die Isoformen Ȗ oder δ aktiviert. In verschiedenen 
Studien wird WY 14.643 eingesetzt, um die Effekte, die durch eine alleinige PPARα 
Aktivierung entstehen, einzugrenzen (FORMAN et al. 1997; KÖNIG et al. 2008). Durch eine 
PPARα Aktivierung kann es aber auch zu einer Interaktion des PPARα mit anderen 
Transkriptionsfaktoren kommen und damit zur Auslösung sekundärer Effekte, die nicht 
direkt im Zusammenhang mit einer Regulierung durch PPARα stehen. Um diese Effekte bei 
der Interpretation der Daten auszuschließen, kann man entweder PPARα-defiziente Tiere 
(KÖNIG et al. 2008) oder spezifische PPARα Antagonisten wie GW 6471 (XU et al. 2002; 
KAMMERER et al. 2011) einsetzen. 
 
2.5.4 Bedeutung von PPARα bei Wiederkäuern 
 
Bislang gibt es wenige Studien, die sich mit der Wirkung von PPARα bei Wiederkäuern 
beschäftigen. LITHERLAND et al. (2010) führten Fütterungsversuche bei Kälbern mit dem 
synthetischen PPARα Agonisten Clofibrat durch und kamen zu dem Schluss, dass es durch 
PPARα beim Wiederkäuer zu einer Beeinflussung des Fettsäuremetabolismus in der Leber 
kommt. Allerdings reagierten die verantwortlichen Enzyme verglichen mit ähnlichen 
Versuchen bei Nagern weit weniger responsiv auf den Agonisten. Zu der gleichen 
Schlussfolgerung kamen auch CAPPON et al. (2002) nach Fütterungsversuchen mit WY 
14.643 bei laktierenden Ziegen. Obwohl hier ein sehr potenter PPARα Agonist eingesetzt 
wurde, zeigten sich nur wenige Auswirkungen auf den Fettstoffwechsel und die Expression 
der beteiligten Enzyme. Auffallend war auch, dass es bei den Ziegen in der Studie von 
CAPPON et al. (2002) nach WY 14.643 Gabe nicht zu einer Peroxisomenproliferation kam, 
wie sie typischerweise bei Ratten auftritt (BIEGEL et al. 1992). 
Im Gegensatz zu der geringen Responsivität in den Fütterungsversuchen konnten Studien 
an Rindern zeigen, dass es beim Übergang von Trächtigkeit zu Laktation zu einer 
verstärkten PPARα Expression in der Leber kommt (LOOR et al. 2005; SCHLEGEL et al. 
2012). In diesen Studien kam es zu einer Expressionssteigerung des Transkriptionsfaktors 
selbst, welche in der Regel nur bei extremer Stimulation des PPARα auftritt. Die Stärke der 
Aktivierung konnte in diesen beiden Studien durch die Analyse von PPARα Zielgenen, die 
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am Fettsäuremetabolismus beteiligt sind, untermauert werden (LOOR et al. 2005; 
SCHLEGEL et al. 2012). Das spricht dafür, dass es auch beim Wiederkäuer in 
Bedarfssituationen zu einer ausreichenden Aktivierung des PPARα kommen kann, sie im 
Allgemeinen aber weniger responsiv auf PPARα Liganden reagieren. Auch wenn das 
Ausmaß der Wirkung nicht vergleichbar zu anderen Spezies zu sein scheint, ist die 
prinzipielle Funktion des PPARα beim Wiederkäuer der beim Monogastrier sehr ähnlich. Die 
meisten Studien beim Wiederkäuer legen die Hauptbedeutung des PPARα auf den 
Fettsäurekatabolismus (CAPPON et al. 2002; BIONAZ et al. 2012). Beim Wiederkäuer sind 
bislang hauptsächlich Auswirkungen auf die Leber und die Bedeutung für die Laktation 
untersucht worden. Daten zur Rolle des PPARα im Pansenepithel fehlen bislang noch.  
 
2.6 Intrazelluläre pH (pHi)-Regulation der Pansenepithelzelle 
 
2.6.1 Mechanismen der pHi-Regulation im Pansenepithel 
 
Das Pansenepithel ist ständig hohen Konzentrationen an SCFA und CO2 ausgesetzt. Im 
Pansenlumen werden aus dem aufgenommenen Futter SCFA produziert, gleichzeitig 
entsteht durch die mikrobielle Fermentation CO2. Eine weitere Quelle für CO2 ist der 
bikarbonathaltige Speichel, der durch die Futteraufnahme und das Wiederkäuen in den 
Pansen gelangt. Sowohl SCFA als auch CO2 fungieren als schwache Säuren, die die 
Zellmembran überwinden können und damit den intrazellulären pH-Wert absenken 
(MÜLLER et al. 2000; HUHN 2004). Die Zellen des Epithels müssen dementsprechend eine 
Möglichkeit zur Gegenregulation besitzen, um nicht zu azidifizieren (MÜLLER et al. 2000). 
Als gegenregulatorische Mechanismen gibt es zum einen intrazelluläre Puffersysteme und 
zum anderen in der Membran befindliche Transportproteine, die Protonen oder Bikarbonat 
transportieren. Zu den intrazellulären Puffersystemen gehören in Lösung befindliche Ionen 
und Proteine, Glukose-6-phosphat, das Bikarbonat-System, saure Stoffwechselprodukte, 
wie Pyruvat und Laktat, sowie an intrazelluläre Strukturen gebundene Proteine. Eine weitere 
Möglichkeit der pHi-Regulation bietet der Transport von puffernden Substanzen, Säuren 
oder Basen in und aus Zellorganellen (ZANIBONI et al. 2003). Der pHi der 
Pansenepithelzelle kann auch durch den Transport von Protonen von und nach extrazellulär 
reguliert werden. Hier spielt in der Pansenepithelzelle wie auch in anderen Zellarten vor 
allem der Na+/H+-Austauscher (NHE) eine große Rolle, der unter Natriumaufnahme 
Protonen aus der Zelle transportiert (GÄBEL und SEHESTED 1997; MÜLLER et al. 2000; 
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GRAHAM et al. 2007). Auf mRNA-Ebene konnten die Isoformen 1-3 im Pansenepithel 
nachgewiesen werden (GRAHAM et al. 2007). Immunhistochemische Färbungen am 
Pansen lokalisierten den NHE1 [SLC9A1] vor allem in den Membranen des Stratum 
granulosum mit abnehmender Tendenz zum Stratum basale (GRAHAM et al. 2007). In 
anderen intestinalen Epithelzellen konnte der NHE1 dagegen vor allem an den 
blutorientierten Membranen aufgezeigt werden (DUDEJA et al. 1996). Des Weiteren konnte 
ein NHE2 [SLC9A2] immunhistochemisch intrazellulär im gesamten Pansenepithel detektiert 
werden (GRAHAM et al. 2007). NHE3 [SLC9A3] wurde immunhistochemisch und funktionell 
in den lumenorientierten Zelllagen nachgewiesen (RABBANI et al. 2011). Aus den 
Ergebnissen der Studie schlussfolgerten RABBANI et al. (2011), dass die NHE Isoformen 1 
und 3 im Pansenepithel gemeinsam an der pHi-Regulation der Zelle arbeiten. ETSCHMANN 
et al. (2006) haben in einer ovinen Pansenepithelzellkultur auf mRNA- und Proteinebene 
eine vH+ATPase (vacuolar type ATPase) [ATP6V] gefunden, die unter bikarbonatfreien 
Bedingungen einen großen Anteil des Protonentransportes aus der Zelle ausmacht. Weitere 
pH-regulatorische Transportsysteme sind Bikarbonattransporter, die in der Lage sind, 
Bikarbonat aus der oder in die Zelle zu transportieren. Hier wurden im Pansenepithel PAT1, 
AE2 und DRA auf mRNA-Ebene nachgewiesen (BILK et al. 2005), deren Orientierung im 
Epithel, mit Ausnahme der des PAT1 (ALAMEEN und RACKWITZ 2014), aber noch nicht 
endgültig geklärt ist. Darum sind sie in Abb. 1 als Anionenaustauscher (AE) bezeichnet. Des 
Weiteren wurde auf mRNA-Ebene ein NBC1 (Na+/HCO3
--Kotransporter 1) [SLC4A4] im 
Pansen gefunden, der funktionell an der Aufnahme von Bikarbonat beteiligt ist (HUHN et al. 
2003; GÄBEL und ASCHENBACH 2006). Es besteht die Vermutung einer Lokalisation des 
NBC1 auf der blutorientierten Seite des Epithels, dies konnte aber immunhistochemisch 
noch nicht bestätigt werden (GÄBEL und ASCHENBACH 2006). Neben den genannten 
Transportern spielen aber auch MCT eine entscheidende Rolle in der pHi-Regulation, 
welche im folgenden Kapitel näher erläutert wird. 
 
2.6.2 Rolle der MCT bei der pHi-Regulation 
 
Die MCT-Isoformen 1 und 4, die im Pansenepithel nachgewiesen wurden, können auf 
Grund ihrer Transportcharakteristika ebenfalls einen Einfluss auf den pHi der 
Pansenepithelzelle haben. Der auf der lumenorientierten Seite des Epithels orientierte 
MCT4 dient vermutlich dem Transport von SCFA aus dem Pansenlumen in die Zelle (KIRAT 
et al. 2007). Sehr wahrscheinlich geschieht das im Symport mit einem Proton, da der MCT4 
bislang ausschließlich als Protonenkotransporter beschrieben wurde (HALESTRAP und 
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WILSON 2012). Wenn der MCT4 Protonen und SCFA aus dem Pansenlumen 
abtransportiert, sorgt er für eine Stabilisierung des intraruminalen pH-Wertes, allerdings 
würde die Pansenepithelzelle selbst schnell azidifizieren. Entsprechende 
gegenregulatorische Mechanismen, wie in Kap. 2.6.1 beschrieben, könnten den pHi 
stabilisieren. Aber auch der MCT4 selbst könnte zu einer Stabilisierung beitragen, da er 
immunhistochemisch intrazellulär im Stratum spinosum und Stratum basale des 
Pansenepithels nachgewiesen worden ist (KIRAT et al. 2007). Diese Lokalisation legt die 
Vermutung nahe, dass MCT4 in intrazelluläre Membranen eingebaut ist, um einen 
Protonentransport in und aus Zellorganellen zu gewährleisten und damit pH-Schwankungen 
im Zytosol auszugleichen. Neben einem Abfangen der Protonen im Intrazellularraum 
müssen diese auf der blutorientierten Seite gemeinsam mit den SCFA und deren 
Metaboliten abtransportiert werden, um eine Azidifizierung der Zelle zu verhindern. In der 
blutorientierten Membran des Epithels befindet sich der MCT1, der sowohl als 
Protonenkotransporter (MÜLLER et al. 2002), als auch als Bikarbonataustauscher 
(DENGLER et al. 2013) beschrieben ist. In beiden Fällen würde er durch die gekoppelte 
Aus- bzw. Einschleusung von H+ bzw. HCO3
- einer Azidifizierung der Zelle entgegenwirken. 
Daraus kann geschlussfolgert werden, dass beide MCT-Isoformen auf Grund ihrer 
Transportcharakteristika einen großen Einfluss auf den intrazellulären pH-Wert der 










































               
Abb. 1: Schema der pHi-Regulation einer Pansenzelle modifiziert nach BILK (2007) und 
CONNOR et al. (2010). Alle Transportproteine, die an der Regulation des pHi  beteiligt sein 
könnten, sind auf dieser schematischen Abbildung dargestellt. In der Zelle lokalisierte 
Transporter sind wahrscheinlich an intrazelluläre Organellen gebunden und für einen 
Protonenaustausch verantwortlich. In der Abbildung sind nur die für die pHi-Stabilisierung 
notwendigen Substrate aufgeführt. Nur der in der luminalen Membran gelegene MCT4 und 
der in der blutorientierten Membran gelegene MCT1 sind mit allen zu transportierenden 
Substraten dargestellt. AE = Anionenaustauscher; NHE = Na+/H+-Austauscher; MCT = 
Monocarboxylattransporter; vH+ATPase = vacuolar type ATPase; NBC = Na+/HCO3
—
Kotransporter; PAT = Putativer Anionentransporter 
 
2.7 Bedeutung der Literaturbefunde für die eigene Fragestellung 
 
Bisherige Untersuchungen deuten darauf hin, dass MCT1 & 4 eine wichtige Rolle für die 
transepitheliale Permeation von SCFA über das Pansenepithel spielen. Dazu kommt, dass 
beide MCT auf Grund ihrer Transportcharakteristika einen Einfluss auf den intrazellulären 
pH-Wert der Pansenepithelzelle haben. Sowohl der Transport von SCFA, als auch die 
Regulierung des pHi sind für den Wiederkäuer überlebenswichtige Prozesse, die sich mit 




Regulationsmechanismen auf mRNA-Ebene lassen sich am besten im Zellkulturmodell 
untersuchen, um einzelne Transkriptionsfaktoren gezielt zu prüfen und um externe 
Einflüsse, welche im Gewebeverband oder Tiermodell unweigerlich entstehen, zu 
verringern. In der Studie von MÜLLER et al. (2002) wurde bereits der Nachweis einer MCT1 
Expression in der Pansenepithelzellkultur erbracht. Allerdings fehlten noch Untersuchungen 
zum MCT4.  
 
Somit lautete die erste Fragestellung:  
 Wo sind MCT1 & 4 in kultivierten Pansenepithelzellen im Vergleich zum intakten 
Pansenepithel lokalisiert? 
 
Aus Studien beim Monogastrier ist die Bedeutung des PPARα für eine Regulation des 
MCT1 untersetzt. Es liegt die Vermutung nahe, dass dieser Mechanismus auch im Pansen 
eine Rolle spielt. Es wäre weiterhin denkbar, dass MCT4 parallel ebenfalls über den PPARα 
reguliert wird, um eine aufeinander abgestimmte Funktionsweise im Pansen zu 
ermöglichen.  
 
Daraus ergaben sich die folgenden Fragestellungen: 
 Wird die mRNA- und Proteinexpression von MCT1 und/oder MCT4 durch PPARα 
reguliert? 
 Hat eine veränderte Expression von MCT1 und/oder MCT4 nach PPARα Aktivierung 
einen Einfluss auf die Transportrate beider MCT? 
 
Zahlreiche Studien beschäftigten sich mit der Wirkung einer konzentratreichen Fütterung auf 
verschiedene Parameter im Pansen. Eine konzentratreiche Fütterung bedeutet einen 
Anstieg der SCFA im Pansen, wobei Butyrat die Fettsäure mit dem größten Potential für den 
Eingriff in die mRNA Expression der Pansenzellen zu sein scheint. Allerdings wird dessen 
Wirkung auf die MCT1 & 4 Expression am Pansenepithel widersprüchlich diskutiert.  
 
Daraus ergab sich folgende Fragestellung: 
 Ist die Expression von MCT1 durch Butyrat, als ein potentieller natürlicher Ligand von 
PPARα, beeinflussbar?
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Bei den Versuchstieren handelte es sich um Schafe verschiedener Rassen aus dem Lehr- 
und Versuchsgut Oberholz der Universität Leipzig und um Schafe privater Züchter aus dem 
näheren Umkreis. Die Tiere waren mindestens 1 Jahr alt (Ø 2,6 Jahre) und variierten 
bezüglich Gewicht (Ø 50 kg) und Geschlecht. Die Schafe wurden 2 Wochen vor 
Versuchsbeginn im Stall des Veterinär-Physiologischen Instituts untergebracht und mit Heu 
und Wasser ad libitum versorgt. Vor Versuchsbeginn erfolgte eine Betäubung der Schafe 
mit Bolzenschuss und die unmittelbare Tötung durch Blutentzug im Veterinär-Anatomischen 
Institut der Universität Leipzig. Die Tötung der Tiere und die anschließende Organentnahme 
waren bei der Landesdirektion Leipzig angezeigt (T 86/10). 
 
3.2 Gewinnung des Pansenepithels 
 
Nach Eröffnung der Bauchhöhle wurde ein Gewebestück aus dem Bereich des 
Pansenvorhofes entnommen. Dabei erfolgte optisch eine Auswahl des Bereiches mit den 
längsten Zotten. Das Gewebe wurde sofort in 1 Liter 4°C kalter 0,9%iger NaCl-Lösung 
gewaschen und in ca. 5 • 5 cm große Stücke geschnitten. Es erfolgte die Überführung in 
eisgekühlte, kalzium- und magnesiumfreie Dulbeccos phosphatgepufferte Salzlösung 
(DPBS), welche mit 180 IU • ml-1 Nystatin, 400.000 IU • ml-1 Penicillin und 400 mg • ml-1 
Streptomycin versetzt war, um verbliebene Pansenbakterien und -pilze abzutöten. Nach 
dem Transport in das Labor wurde das Gewebe weitere 60 min bei 4°C in der Lösung 
inkubiert. Zusätzlich wurden direkt nach der Gewebeentnahme Pansenzotten aus dem 
Vorhof, Skelettmuskulatur aus dem Oberschenkel und Lebergewebe entnommen, in DPBS 
gewaschen und in ein Kryo-Röhrchen (Firma Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 
Deutschland) überführt. Es erfolgte ein Schockgefrieren der Proben in flüssigem Stickstoff 
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3.3 Kultivierung von Pansenepithelzellen 
 
3.3.1 Isolierung von Pansenepithelzellen 
 
Es erfolgte eine Warmisolierung der Pansenepithelzellen aus dem Zellverband der 
Pansenzotten nach der Methode von GALFI et al. (1981; 1993), welche im Veterinär-
Physiologischen Institut der Universität Leipzig von MÜLLER et al. (2000) modifiziert wurde. 
Dazu fand eine Entnahme der Gewebestücke aus der Transportlösung statt. Unter sterilen 
Bedingungen wurden die Zotten des Pansenepithels abgeschnitten und zweimal mit DPBS, 
versetzt mit 100.000 IU • ml-1 Penicillin und 100 mg • ml-1 Streptomycin, gewaschen. Die 
Zotten wurden mit ca. 40 ml Trypsinisierungsmedium (Kap. 9.1) versetzt und 60 min im 
Brutschrank (37°C, 5% CO2) auf unterem Level gerührt (ca. 150 U • min-1). Nach 60 min 
erfolgte ein Entfernen des Überstandes und die Zugabe von neuem 
Trypsinisierungsmedium. Mit Hilfe des Trypanblautests (Kap. 9.2) wurde das Fortschreiten 
der Zellisolierung überprüft. Wenn sich überwiegend Schollen und verhornte Zellen in der 
Suspension befanden, wurde das alte Trypsinisierungsmedium mit den enthaltenen Zellen 
verworfen und erneut frisches Medium zugegeben. Wenn die Suspension vor allem aus 
kleinen vitalen Zellen bestand (Kontrolle optisch unter dem Mikroskop), wurde der 
Überstand durch eine sterile Mullkompresse in ein Becherglas überführt. Das Filtrat wurde in 
ein 50 ml Polypropylen Röhrchen (Firma Greiner Bio-One GmbH) gegeben und 
anschließend für 5 min bei 4°C und 1000 U • min-1 zentrifugiert (Megafuge 1.0R, Heraeus 
Instruments GmbH, Hanau, Deutschland), um das Trypsinisierungsmedium zu entfernen. 
Der Überstand wurde verworfen und das Zellpellet mit 10-15 ml supplementiertem M199 
(Kap. 9.1) aufgelöst. Die Bestimmung der Anzahl vitaler Zellen, die sich im supplementierten 




Je 75 cm2 Zellkulturflasche (cellstar, Firma Greiner Bio-One GmbH) wurden 1 • 107 • ml-1 
Zellen mit 10 ml supplementiertem M199 ausgesät. Diese wurden in einem Brutschrank 
(Firma WTC Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland) bei 37°C und 5% CO2  kultiviert. Nach 
2 Tagen erfolgte ein Mediumwechsel mit supplementiertem M199, dieses wurde dann nach 
weiteren 2 Tagen durch supplementiertes MEM (Kap. 9.1) ersetzt. Über die Dauer der 
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Kultivierung erfolgte aller 2 Tage ein Wechsel des Mediums. Nach 6-9 Tagen hatte sich ein 




Für eine Subkultivierung der Pansenepithelzellen wurde das Medium aus den Flaschen 
abgesaugt und diese anschließend einmal mit DPBS gewaschen. Der Zellrasen wurde mit 
Trypsin-EDTA (0,05%, in DPBS gelöst) überschichtet und für 20 min bei 37°C inkubiert. 
Wenn optisch eine Ablösung des Zellrasens erkennbar war, erfolgte ein Stoppen der 
Reaktion durch Zugabe von supplementiertem MEM in gleicher Menge. Um das 
Trypsinisierungsmedium zu entfernen, wurde die Zellsuspension in ein Polypropylen 
Röhrchen (Firma Greiner Bio-One GmbH) gegeben und 5 min, bei 4°C und 1000 U • min-1 
zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Zellpellet wurde in 10 ml MEM gelöst. 
Die Beurteilung und Zählung der Zellen erfolgte mittels Trypanblautest. Anschließend 
wurden die Zellen in einer Konzentration von 2-3 • 104 Zellen • cm-2 in 75 cm2 
Zellkulturflaschen, Coverslips (10 mm Durchmesser, Firma Karl Hecht, Sondheim, 
Deutschland) und 12-Well-Platten (Firma Greiner Bio-One GmbH) ausgesät. Coverslips und 
12-Well-Platten wurden einen Tag vor der Aussaat mit Kollagen beschichtet (Kap. 9.3). Die 
subkultivierten Zellen wurden im Brutschrank inkubiert bis sie eine Konfluenz von 80% 
zeigten, welches ungefähr nach 2-3 Tagen der Fall war. 
 
3.4 Behandlungen der Zellen 
 
3.4.1 Induktion mit WY 14.643  
 
Um eine Aktivierung des PPARα in den Zellen zu induzieren, wurde WY 14.643 (Sigma-
Aldrich, München, Deutschland), ein synthetischer selektiver Agonist des PPARα, 
eingesetzt. WY 14.643 ist laut Herstellerangaben nur in Dimethylsulfoxid (DMSO) löslich 
und wurde in unserem Versuchsansatz in einer Konzentration von 12,5 mM gelöst. Die 
Herstellung dieser Stocklösung erfolgte vor jedem Versuch frisch. Nachdem die Zellen eine 
Konfluenz von 80% erreicht hatten, wurden sie einmal mit DPBS gewaschen und 
anschließend mit den entsprechenden Kulturmedien versetzt. Die Stocklösung des WY 
14.643 wurde in verschiedenen Konzentrationen dem Kulturmedium zugesetzt, den 
Kontrollen wurde die entsprechende Menge DMSO zugegeben. Bei dem Kulturmedium 
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MEM 5% (Kap. 9.1) fand ein Verzicht auf den Einsatz von Antibiotika statt, um eine 
mögliche Interaktion mit den MCT auszuschließen. Die Behandlung der Pansenepithelzellen 
geschah wie folgt: 
 
a) Bei den Coverslips wurde jeweils: 
                       ein Schälchen mit MEM 5% und DMSO 
                       ein Schälchen mit MEM 5% und 100 µM WY 14.643 
versetzt. Das Kulturmedium verblieb 48 h auf den Zellen bis eine Konfluenz von 100% 
erreicht war. Die Coverslips wurden für die Messung des intrazellulären pH-Wertes (Kap. 
3.8) und für die Immunzytochemie (Kap. 3.5) benutzt. 
 
b) Bei den 12-Well-Platten wurden jeweils: 
                       drei Wells mit MEM 5% und DMSO 
                       drei Wells mit MEM 5% und 25 µM WY 14.643 
                       drei Wells mit MEM 5% und 100 µM WY 14.643  
randomisiert versetzt. Das Kulturmedium verblieb für 48 h auf den Zellen. Die 12-Well-
Platten wurden im Anschluss für die molekularbiologischen Untersuchungen (Kap. 3.7) 
benutzt. 
 
c) Bei den 75 cm2 Zellkulturflaschen wurden jeweils: 
                       zwei Flaschen mit MEM 5% und DMSO 
                       zwei Flaschen mit MEM 5% und 100 µM WY 14.643  
versetzt. Das Kulturmedium verblieb für 48 h auf den Zellen. Die 75 cm2 Zellkulturflaschen 
wurden im Anschluss für die Western Blot Untersuchungen (Kap. 3.9) genutzt. 
 
3.4.2 Induktion mit Butyrat 
 
Im zweiten Teil des Projektes wurden die Pansenepithelzellen mit Butyrat behandelt. Butyrat 
kann in entsprechender Konzentration direkt in dem Kulturmedium gelöst werden, weshalb 
hier auf den Einsatz eines Lösungsmittels verzichtet werden konnte. Die Herstellung der 
Butyratlösung erfolgte vor jedem Versuch frisch. Die Zellen wurden einmal mit DPBS 
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a) Bei den Coverslips wurde jeweils: 
                       ein Schälchen mit MEM 5%  
                       ein Schälchen mit MEM 5% und 5 mM Butyrat 
versetzt. Das Kulturmedium verblieb entweder 6 oder 48 h auf den Zellen bis eine Konfluenz 
von 100% erreicht war. Die Coverslips wurden für HE-Färbungen verwendet (Kap. 3.6). 
 
b) Bei den 12-Well-Platten wurden jeweils: 
                       sechs Wells mit MEM 5% 
                       sechs Wells mit MEM 5% und 1 mM Butyrat 
                       sechs Wells mit MEM 5% und 5 mM Butyrat  
randomisiert versetzt. Jeweils 3 Wells von jeder Behandlung wurden für 6 h und die andere 
Hälfte wurde für 48 h inkubiert. Die 12-Well-Platten wurden im Anschluss für die 
molekularbiologischen Untersuchungen (Kap. 3.7) benutzt. 
 
3.4.3 Präinkubation mit GW 6471  
 
GW 6471 ist ein selektiver Antagonist des PPARα und kam entsprechend in Kombination 
mit WY 14.643 zum Einsatz, dessen Wirkung es hemmen sollte. Der Antagonist GW 6471 
bewirkt eine PPARα Konformationsänderung, wodurch dieser sehr effizient mit Ko-
Repressoren interagieren kann (XU et al. 2002). Somit wirkt der Antagonist einer Aktivierung 
des PPARα entgegen. Es sollte zu keinem oder einem verminderten Anstieg/Abfall der 
Genexpression kommen. In der Studie von KAMMERER et al. (2011) konnte gezeigt 
werden, dass eine Antagonistenzugabe 4 h vor Behandlung mit WY 14.643 zu einer 
effizienten Antagonisierung führte. Für die Stocklösung wurde GW 6471 in DMSO in einer 
Konzentration von 16,14 mM gelöst. Es fand eine Behandlung der Kontrollen mit der 
entsprechenden Menge DMSO statt. Für eine effiziente Interaktion wurde der Wirkstoff 4 h 
vor Zugabe des WY 14.643 auf die Zellen gebracht. Wenn die Zellen eine Konfluenz von 
80% erreicht hatten, wurden sie einmal mit DPBS gewaschen und anschließend mit dem 
entsprechenden Kulturmedium versetzt. Die Konzentration des WY 14.643 musste 
gegenüber den Agonistenversuchen auf 50 µM gesenkt werden, da sich sonst in 
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Stunde 0:                                                                Stunde 4: 
drei Wells mit MEM 5% und DMSO                      → Zugabe von DMSO 
drei Wells mit MEM 5% und DMSO → Zugabe von 50 µM WY 14.641 
drei Wells mit MEM 5% und 10 µM GW 6471 → Zugabe von 50 µM WY 14.641 
 
Nach 48 Stunden, wenn die Zellen eine Konfluenz von 100% erreicht hatten, erfolgte die 
Aufarbeitung für die molekularbiologischen Untersuchungen (Kap. 3.7). 
 




Immunzytochemische Färbungen der Pansenepithelzellen wurden zum einen angefertigt, 
um den epithelialen Charakter der Zellkultur zu bestätigen und eine Überwucherung mit 
Fibrozyten auszuschließen. Zum anderen sollte das Vorkommen und die Lokalisation der 
Transporter MCT1 und MCT4 mit Hilfe spezifischer Antikörper genauer untersucht werden. 
Für die immunzytochemischen Untersuchungen wurden die Coverslips, nachdem sie eine 
Konfluenz von 80-100% erreicht hatten, aus dem Nährmedium entfernt und einmal mit 
DPBS gewaschen. Es erfolgte eine Fixierung mit Perjodat-Lysin-Paraformaldehyd Puffer 
(PLP; Kap. 9.4) für 5 min. Anschließend wurden sie dreimal für je 10 min mit DPBS 
gewaschen und bis zur Färbung in DPBS-Lösung versetzt mit 0,1% NaN3 bei 4°C im 
Kühlschrank aufbewahrt. Alle Chemikalien, die in der Immunzytochemie Verwendung 
fanden, stammten von Sigma-Aldrich.  
 
3.5.2 Färbung von Zytokeratin 5 und Vimentin 
 
Die Färbung der Coverslips erfolgte mit verschiedenen Kombinationen der einzelnen 
Primärantikörper. Für den Nachweis, dass es sich überwiegend um Zellen epithelialen 
Ursprungs handelt, wurden der Mouse-anti-Zytokeratin 5 Antikörper (Tab.1) und der Goat-
anti-Vimentin Antikörper (Tab.1) miteinander auf einem Coverslip kombiniert. Um 
unspezifische Bindungen der Antikörper zu vermeiden und die Zellmembran für die 
Antikörper zu permeabilisieren, erfolgte eine Präinkubation der Zellen in DPBS, versetzt mit 
8% Pferdeserum und 0,5% Triton X-100, über 1 h. Die gleiche Lösung kam beim Verdünnen 
der Antikörper zum Einsatz. Die Inkubation mit den beiden Primärantikörpern erfolgte über 
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den Zeitraum von 1 h. Anschließend wurden die Coverslips dreimal mit DPBS gewaschen. 
Als Sekundärantikörper wurden Donkey-anti-Mouse Cy2 Antikörper und Donkey-anti-Goat 
Cy3 Antikörper mit einer Inkubationszeit von 20 min eingesetzt (Tab.1).  
 
3.5.3 Färbung von MCT1, MCT4 und Na+/K+-ATPase 
 
Für den Nachweis und die Lokalisierung von MCT1 und MCT4 wurden Chicken-anti-MCT1 
Antikörper, Rabbit-anti-MCT4 Antikörper und Mouse-anti-Na+/K+-ATPase Antikörper 
kombiniert (Tab.1). Es erfolgte eine Präinkubation der Zellen über 1 h in DPBS versetzt mit 
4% Ziegenserum, 4% Pferdeserum und 0,5% Triton X-100. Die gleiche Lösung kam beim 
Verdünnen der Antikörper zum Einsatz. Dann erfolge die Inkubation mit dem jeweiligen 
Primärantikörper über Nacht in einer feuchten Kammer. Hier wurden pro Coverslip jeweils 
zwei der Antikörper in allen 3 Varianten kombiniert. Anschließend erfolgte ein dreimaliges 
Waschen der Coverslips mit DPBS. Als Sekundärantikörper wurden Goat-anti-Chicken FITC 
Antikörper, Donkey-anti-Mouse Cy3 Antikörper, Donkey-anti-Rabbit Alexa488 Antikörper 
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Tab. 1: Verwendete Antikörper für die Immunzytochemie 
























      
Chicken-anti-MCT1 1:100 
Millipore 







































An die Beladung mit dem Sekundärantikörper wurde eine Kernfärbung mit DAPI (4',6-
Diamidino-2-phenylindol) angeschlossen. Eine Markierung des Zellkerns gelingt, indem 
DAPI mit der DNA interkaliert. Dadurch wird die Fluoreszenz des Farbstoffes um das 
20fache verstärkt. Es erfolgte eine Verdünnung des DAPI mit DPBS auf 1:1000, der 
Farbstoff wurde für 1 min auf dem Präparat belassen. Um nicht gebundenen Kernfarbstoff 
zu entfernen, erfolgte im Anschluss ein dreimaliges Waschen der Zellen für 10 min mit 
DPBS. Die Coverslips wurden auf Objektträger überführt und zur Konservierung mit einer 
80%igen Glyzerollösung (80% Glyzerol, 0,1% NaN3, 0,5 M NaHCO3/Na2CO3, eingestellt 
auf pH 8,6) bedeckt und mit einem Deckgläschen versehen. Die Lagerung der Präparate 
erfolgte im Kühlschrank. 
 




Die Auswertung erfolgte mit einem inversen Fluoreszenzmikroskop (IX50) und Filtern der 
Fa. Olympus Deutschland GmbH (Hamburg, Deutschland) sowie einer Schwarz-Weiß-
Kamera (F-view; Olympus), welche die Bilder an einen angeschlossenen PC mit dem 
Bildauswertungssystem cell F (Olympus) übertrug. Bei Cy3 markierten Antikörpern erfolgte 
die Exzitation mit einer Wellenlänge von 530–560 nm (Anregungsfilter HQ5450/30x) und 
induzierte eine Emission bei 575–645 nm (Emissionsfilter HQ610/75M). Bei dem Cy2, 
FITC und den Alexa488 markierten Antikörpern erfolgte die Anregung mit der Wellenlänge 
470–490 nm (Anregungsfilter BP470–490) und induzierte eine Emission bei 510–530 nm 
(Emissionsfilter D520). DAPI wurde mit einer Wellenlänge von 330–385 nm 
(Anregungsfilter BP330-385) angeregt. Die Emission wurde bei 460-490 nm 
(Emissionsfilter BP460-490) erfasst. 
Die Auswertung der Lokalisation von MCT1 und MCT4 erfolgte anhand von insgesamt 40 
aufgenommenen Bildern von 4 Pansenepithelzellkulturen, welche aus 4 verschiedenen 
Schafen gewonnen wurden. Diese waren mit Antikörpern gegen MCT1, MCT4 und mit 
DAPI angefärbt. Auf diesen Bildern fand eine optische Begutachtung jeder Zelle, die 
wenigstens immunoreaktiv für einen der beiden MCT war, statt. Es wurde beurteilt, ob die 
Färbung des MCT1 zytoplasmatisch und/oder membranär war. Die zytoplasmatische 
Färbung wurde anhand der Lokalisierung der Färbung noch einmal differenziert in eine 
diffus zytoplasmatische oder eine perinukleäre Färbung. Die Unterscheidung der 
Lokalisationen ist beispielhaft in Abb. 2 dargestellt. Die Beurteilung der MCT4 Färbung 
erfolgte nach dem gleichen Schema. Weiterhin wurde beurteilt, ob die Färbungen des 
MCT1 und MCT4 kolokalisiert waren, also beide MCT in denselben Strukturen einer Zelle 
angefärbt waren. 
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Abb. 2: Beispiele für die Auswertung der MCT1 (A, grün) und MCT4 (B, gelb) Lokalisation in 
den kultivierten Pansenepithelzellen mittels Immunzytochemie. In (A) ist keine membranäre 
Färbung vorhanden, aber eine perinukleäre zytoplasmatische Färbung. In (B) ist die 
Membran einiger Zellen angefärbt und es gibt eine diffuse zytoplasmatische Färbung. Die 
Kerne (blau) wurden mit DAPI markiert. Die Balkenlänge entspricht 25 µm. 
 
3.6 Hämatoxylin-Eosin (HE)-Färbung  
 
Färbungen der mit Pansenepithelzellen bewachsenen Coverslips mit Hämatoxylin-Eosin 
wurden angefertigt, um einen morphologischen Vergleich zwischen mit Butyrat behandelten 
Pansenepithelzellen und unbehandelten Zellen zu ermöglichen. Hämatoxylin ist ein 
Farbstoff, der alle sauren Strukturen blau anfärbt, hierzu gehören Zellkerne, Ribosomen und 
das raue endoplasmatisches Retikulum. Eosin färbt alle basischen Strukturen rot an, hierzu 
gehören Zellplasmaprotein, das glatte endoplasmatische Retikulum, die Mitochondrien, 
Kollagen, die Zellmembran und Keratin (CHAN 2014). 
Die in PLP fixierten Coverslips wurden für wenige Sekunden mit Aqua dest. gespült und 
anschließend 1 min mit Hämalaunlösung nach Mayer gefärbt. Ein Abspülen der 
überschüssigen Lösung erfolgte 5 min lang in Leitungswasser. Die Coverslips wurden 
anschließend für 3 sec in Eosinlösung getaucht und danach kurz in Aqua dest. gespült. 
Anschließend wurden die Coverslips für je 1 min in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 
90%, 100%) dehydriert und abschließend in 100% Xylol geklärt. Am Schluss erfolgte das 
Eindecken der Coverslips mit dem Eindeckmittel Entellan und einem Deckgläschen. Alle 
dafür verwendeten Chemikalien und Lösungen wurden von Merck Millipore bezogen. 
Die Beurteilung der Zellen erfolgte am Lichtmikroskop AxiosKop 2 mot plus (Carl Zeiss) im 
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3.7 Aufarbeitung und Quantifizierung der mRNA 
 
3.7.1 RNA-Isolierung aus Pansenepithelzellen 
 
Zur RNA-Isolierung aus der Pansenepithelzellkultur wurde das RNeasy Micro Kit® der 
Firma Qiagen (Hilden, Deutschland) verwendet (Kapitel 9.5). Das Prinzip beruht auf einer 
RNA-bindenden Silicat-Gel-Membran, die die RNA von den anderen Zellbestandteilen 
trennt.  
Für die RNA-Isolierung wurden Pansenepithelzellen, welche in den 12-Well-Platten 
subkultiviert und behandelt wurden, verwendet (Kap. 3.4.1). Die Zellen wurden in den 12-
Well-Platten einmal mit DPBS gewaschen. Anschließend erfolgte die Lyse der Zellen mit 
RLT-Mix (350 µl RLT-Puffer versetzt mit 3,5 µl ß-Mercaptoethanol pro Well). Die noch an 
der Well-Platte haftenden Zellen wurden mit Hilfe einer Pipette von der Unterlage gelöst 
und das gesamte Lysat in ein 1,5 ml Röhrchen (Fa. Eppendorf AG, Hamburg, 
Deutschland) überführt, welches zunächst bei -80°C aufbewahrt wurde. Zur Analyse 
wurde das Zelllysat aufgetaut, mit 350 µl 70%igem Ethanol versetzt und durch Schwenken 
gründlich gemischt. Das Gemisch wurde auf die zum Kit gehörenden Säulen aufgetragen, 
die die Silicat-Gel-Membran enthalten. Die befüllte Säule wurde in ein Auffanggefäß 
gesteckt und bei >8000g für 15 sec zentrifugiert. Der Durchfluss, der aus der Säule in das 
Auffanggefäß zentrifugiert wurde, wurde verworfen. Im nächsten Schritt wurde 350 µl 
RW1-Puffer auf die Säule gegeben und mit den gleichen Parametern wie im ersten Schritt 
zentrifugiert, der Durchfluss wurde verworfen. 80 µl der im Kit enthaltenen DNAse (rund 
220 Kunitz Units) wurde auf die Säule gegeben und es erfolgte eine Inkubation über 15 
min bei Raumtemperatur. Damit sollte eine möglichst DNA-freie RNA-Isolierung 
gewährleistet werden. Es erfolgte ein weiterer Waschschritt mit RW1-Puffer mit 
anschließendem Zentrifugieren bei >8000g für 15 sec. Mit 500 µl des verdünnten RPE-
Puffers (Kap. 9.5) wurde die isolierte RNA erneut bei >8000g für 15 sec zentrifugiert. Es 
fand eine Überführung der Säule in ein neues Auffanggefäß statt. Anschließend wurden 
500 µl 80%iges Ethanol auf die Säulen gegeben und 2 min bei >8000g zentrifugiert, die 
Säulen wurden in ein neues Auffanggefäß gegeben und es erfolgte ein fünfminütiges 
Zentrifugieren bei >8000g mit geöffneten Deckeln, um das restlose Verdunsten des 
Ethanols aus der Membran zu ermöglichen. Mit 15 µl RNA-freiem Wasser, welches direkt 
auf die Membran pipettiert wurde, erfolgte die Elution der RNA aus der Säule durch 
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erneutes Zentrifugieren bei >8000g für 1 min. Anschließend fand die Weiterverarbeitung 
der RNA, wie ab Kap. 3.7.3 erläutert, statt. Die verbliebene RNA wurde bei -80°C gelagert. 
  
3.7.2 RNA-Isolierung aus Pansenzotten 
 
Zur RNA-Isolierung aus den nativen Pansenzotten wurde das RNeasy Midi Kit® der Firma 
Qiagen verwendet (Kapitel 9.5). Das Prinzip beruht wie auch beim RNeasy Micro Kit® auf 
einer RNA-bindenden Silicat-Gel-Membran. Für die Pansenzotten ist allerdings ein 
Aufbereitungssystem notwendig, dass größere Ausgangsmengen verarbeiten kann. Dafür 
ist das RNeasy Midi Kit® geeignet.  
Nach dem Auftauen wurden von den Pansenzotten etwa 100 mg Gewebe (Feuchtgewicht) 
abgewogen und mit flüssigem Stickstoff im Mörser mit dem Pistill zerkleinert. 
Anschließend erfolgte eine weitere Zerkleinerung des Gewebes im Homogenisator 
zusammen mit 2 ml RLT-Puffer (versetzt mit 20 µl ß-Mercaptoethanol) pro Gewebeprobe. 
Das Homogenisat wurde mit Hilfe einer Spritze mit aufgesetzter Kanüle in ein 2 ml 
Röhrchen überführt und 10 min bei 4000g zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein 15 ml 
Röhrchen überführt und es erfolgte eine Zugabe und Vermischung mit 2 ml 70%igem 
Ethanol. Diese Mischung wurde auf die im Kit enthaltene Säule mit der Silicat-Gel-
Membran aufgetragen. Die befüllte Säule wurde in ein Auffanggefäß gesteckt und 5 min 
bei 4000g zentrifugiert. Der Durchfluss im Auffanggefäß wurde verworfen. Im nächsten 
Schritt wurde 4 ml RW1-Puffer auf die Säule gegeben und mit den gleichen Parametern 
wie im ersten Schritt zentrifugiert, der Durchfluss wurde ebenso verworfen. Um eine 
möglichst DNA-freie RNA-Isolierung zu gewährleisten, fand eine Zugabe von 160 µl der im 
Kit enthaltenen DNAse (rund 440 Kunitz Units) auf die Säule statt. Der DNAse-Verdau 
erfolgte bei Raumtemperatur für 15 min. Die Säulen wurden erneut mit RW1-Puffer 
gewaschen und zentrifugiert. Nach Verwerfen des Durchflusses erfolgte ein zweimaliges 
Zentrifugieren mit dem verdünnten RPE-Puffer. Die Säule wurde in ein neues 
Auffanggefäß verbracht und es erfolgte die Elution der RNA durch zweimalige Zugabe von 
75 µl H2O direkt auf die Membran der Säule. Das Röhrchen wurde nach jeder 
Wasserzugabe zunächst 1 min stehen gelassen und dann 3 min bei 4000g zentrifugiert. 
Die gewonnene RNA wurde zur weiteren Analyse, wie ab Kap. 3.7.3 beschrieben, 
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3.7.3 Ermittlung der RNA-Konzentration 
 
Vor der Synthese der cDNA aus RNA musste die Konzentration der RNA in der Probe 
bestimmt werden. Dies erfolgte mit Hilfe des Bio-Photometers (Fa. Eppendorf AG) bei 
einer Wellenlänge von 260 nm (OD260). Als Leerwert wurden 100 μl Aqua bidest. 
verwendet. Bei der Probe wurde mit einer Verdünnung von 1:50 gearbeitet, es wurden 2 µl 
RNA + 98 µl Aqua bidest. eingesetzt. RNA hat sein Absorptionsmaximum bei 260 nm. Aus 
diesem Grund lässt sich die RNA Konzentration einer Probe mit Hilfe des OD260 nach 
folgender Formel berechnen: 
 
RNA [mg • ml-1] = ODβ60 • Verdünnungsfaktor • Multiplikationsfaktor  
Der Multiplikationsfaktor für RNA beträgt 40 (Die Wellenlänge von 260 nm entspricht einer 
optische Dichte von 1 und einer RNA-Konzentration von 40 mg • ml-1).  
 
3.7.4 Überprüfung der RNA-Integrität 
 
Mit dem Bio-Photometer wurden weitere Parameter zur Überprüfung der RNA-Qualität 
erfasst, indem die Absorption bei den Wellenlängen 230 nm (OD230), 280 nm (OD280) 
und 330 nm (OD330) gemessen wurde. Proteine, Phenole und andere Kontaminationen 
haben ihr Absorptionsmaximum bei 280 nm, darum spiegelt das Verhältnis OD260/OD280 
die Reinheit der Probe von diesen Kontaminanten wider. Proben, deren Quotient kleiner 
1,5 war, wurden verworfen. Das Verhältnis OD260/OD230 gibt die Reinheit der Probe von 
organischen Komponenten, Harnstoff, Salz und Zucker wieder, da deren 
Absorptionsmaximum bei 230 nm liegt. Es wurden nur Proben verwendet, deren Quotient 
kleiner 1,6 war. Silikatpartikel haben ihr Absorptionsmaximum bei 330 nm. Da die OD330 
immer bei 0 oder geringfügig höher lag, konnte eine Verunreinigung mit Silikatpartikeln 
ausgeschlossen werden. Darüber hinaus fand eine Überprüfung der Proben auf Reinheit 
per Gelelektrophorese statt. Es wurden je nach RNA-Menge 0,1-0,5 µl RNA und 1 µl 
Probenpuffer in einem Gesamtvolumen von 6 µl H2O gelöst, auf ein 1%iges Agarosegel 
mit enthaltenem Ethidiumbromid (Sigma-Aldrich) aufgetragen und durch Elektrophorese 
für 35 min bei 230 Volt aufgetrennt. Die RNA wurde durch UV-Licht visualisiert und mit 
dem Gerät Bio Doc Analyze (Analytic Jena AG, Jena, Deutschland) detektiert. Hierbei 
wurde vor allem auf das Vorhandensein der 28S-rRNA und der 18S-rRNA Bande 
geachtet, die im Verhältnis 2:1 vorliegen sollten. Weitere Banden zwischen den beiden 
Material und Methoden 
36 
würden auf degradierte RNA hindeuten. Es wurden nur Proben verwendet, die keine 




Zur Synthese der cDNA fand das RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit der Firma 
Thermo Scientific (St. Leon-Rot, Deutschland) Anwendung. Dabei wurde im ersten Schritt 
aus der Gesamt-RNA der Probe mit Hilfe von Oligo(dT)18 Primern die Poly(A)
+ RNA 
gewonnen und in einem weiteren Schritt cDNA synthetisiert. Die Synthese erfolgte nach 
Anleitung des Herstellers in einem Thermocycler PTC 200 (Biozym Scientific GmbH, 
Oldendorf, Deutschland). 1 µg der Total-RNA und 1 µl Oligo(dT)18 Primer (0,5 µg/µl) 
wurden in einem Gesamtvolumen von 12 µl H2O gelöst und für 5 min bei 65°C inkubiert. 
Anschließend wurden 4 µl 5x Reaction Buffer, 0,5 µl RNase Inhibitor (20 U/µl), 1 µl 10 mM 
dNTP Mix und 0,5 µl Reverse Transcriptase (200 U/µl) zugegeben, auf ein 
Gesamtvolumen von 20 µl. Dies wurde für 60 min bei 42°C inkubiert mit einer darauf 
folgenden Inaktivierung des Enzyms Reverse Transcriptase für 5 min bei 70°C. Die 
Lagerung der cDNA erfolgte bei -20°C.  
 
3.7.6 Polymerase Kettenreaktion (PCR) 
 
Der Nachweis von PPARα und RXR in Pansenepithelzellen und Pansenzotten erfolgte 
mittels PCR. Das DyNAzyme II DNA Polymerase Kit (Thermo Scientific) wurde für die 
Durchführung der PCR laut Anleitung des Herstellers verwendet. Der PCR-Mix enthielt 
10x Reaction Buffer (mit 1,5 mM MgCl2), 10 mM dNTPs, 1 U DNA Polymerase, 0,2 µM 
Primer (siehe Tab. 2) und 0,5 µl der synthetisierten cDNA. Das Reaktionsvolumen betrug 
10 µl. Die verwendeten Primer für die PCR und qPCR wurden von MWG Biotech 
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Tab. 2: Übersicht der verwendeten Primer für die PCR 
Gen Primerpaar Bp1 Ta
2 GenBank Accession Nr. 
PPARα 5´ CATGTGAGGGCTGCAAGGGTTTCT 3´ 400 58°C NM_001034036 
 5´ CTCGGCCATACACAGCGTCTCCAT 3´    
     
RXR 5´ ACCGCTCCATCGCCGTGAAGG 3´ 415 58°C XM_002691687 
 5´GAGGAAGGTGTCGATGGGCGTGTC 3´    
1Basenpaare    
2Annealingtemperatur (Ta)    
 
Das PCR-Protokoll enthielt folgende Schritte: 
  
Denaturierung: 95 °C 1 min  
                        95 °C 20 sec 
 30 Zyklen        58°C 30 sec 
                        72 °C 35 sec 
Finale Elongation: 72°C 2 min 
 
Die Durchführung der PCR erfolgte mit einem Thermocycler PTC 200. Die entstandenen 
Produkte wurden auf ein 1%iges Agarosegel mit enthaltenem Ethidiumbromid aufgetragen 
und durch Elektrophorese für 35 min bei 230 Volt aufgetrennt. Die PCR Produkte wurden 
durch UV-Licht visualisiert und mit dem Gerät Bio Doc Analyze detektiert. 
 
3.7.7 Durchführung der quantitativen realtime-PCR (qPCR) 
 
Bei der Durchführung der qPCR fand das SensiMix SYBR® No-ROX Kit von Bioline 
(Luckenwalde, Deutschland) in einem Rotor Gene 6000 System (Corbett Research, 
Mortlake, Australien) Anwendung. 
Für die qPCR wurde jeweils folgender Ansatz erstellt: 1 µl cDNA, 10 µl SYBR Mix (enthält 
3 mM MgCl2), jeweils 0,8 µl des vorwärts- und rückwärtsgerichteten Primers (112 nM) und 
7,4 µl H2O um ein Gesamtvolumen von 20 µl zu erhalten. Da der Primer des MCT4 bei 
112 nM zu einer Primerdimerbildung neigte, wurden hier lediglich 84 nM des Primers 
eingesetzt. Für alle Proben erfolgte das Ansetzen im Duplikat. Nach Mischung sämtlicher 
Reaktionskomponenten wurde das Reaktionsgefäß in das qPCR-Gerät überführt und 
folgendes Programm gestartet: 
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Denaturierung: 95 °C 10 min  
                        95 °C 15 sec 
40 Zyklen         X°C 15 sec (X entspricht der jeweiligen Annealingtemperatur in Tab. 3) 
                        72 °C 15 sec      
           
Tab. 3: Übersicht der verwendeten Primer für die qPCR  
Gen Primerpaar Bp1 Ta
2 GenBank Accession Nr. 
MCT1 5´ TTAGCAATTATGGCAAGAGT 3´ 106 50°C NM_001037319 
 5´ TACAAGTCCCATAGAAGGTC 3´    
     
MCT4 5´ CATGGTGTCTGCGTCCTTCTGTGG 3´ 115 64°C NM_001109980 
 5´ AGCGGTTGAGCATGATGAGTGAGG 3´    
     
ACO 5´ TCACTCAGGGAAAATGCTATG 3´ 104 56°C NM_001035289 
 5´ TGGGGCCAATGTCTCCTA 3´    
     
CPT1A 5´ GGAGACAGACACCATCCAGC 3´ 91 62°C NM_001009414 
 5´ CATCGTGGTAGAGCCAGACC 3´    
     
CACT 5´ CTCCAGAGGGAAAGAGCGTC 3´ 79 61°C NM_001127277 
 5´ CCAGTTGAAGATCCCCGCAA 3´    
     
GAPDH 5´ CCACGGCACAGTCAAGGCAGAGAA 3´ 110 67°C NM_001190390 
 5´ TCAGCACCAGCATCACCCCACTTG 3´    
     
Na+/K+- 5´ GAGCTGGGTGGCCTGGGAGAAC 3´ 96 67°C NM_001009360 
ATPase 5´ CATCGTCGGTGTCAAACTGGAAGC 3´    
1Basenpaare    
2Annealingtemperatur (Ta)    
 
An dieses Programm anschließend erfolgte eine Schmelzkurvenanalyse. Dazu wurde das 
PCR-Produkt von 50°C auf 99°C erhitzt und die Fluoreszenzstärke wurde nach jeder 
Erhöhung der Temperatur um 1 K aufgezeichnet. Zur Überprüfung der Spezifität der 
Reaktion wurde solch eine Schmelzkurvenanalyse an jede qPCR angeschlossen. 
Weiterhin enthielt jeder qPCR-Lauf eine no template control (NTC), welcher H2O anstatt 
cDNA zugesetzt wurde. Die NTC diente der Überprüfung des Primers auf Dimerbildung 
und der qPCR-Mischung auf Kontaminationen. Weiterhin erfolgte die Anfertigung einer 
Negativkontrolle für jede RNA, um die Verunreinigung der RNA durch DNA 
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auszuschließen. In der Negativkontrolle wurde der qPCR-Mischung RNA anstatt cDNA 
zugesetzt. 
 
3.7.8 Auswertung qPCR 
 
Die Bestimmung des Quantification cycle (Cq) und der Amplifikationseffizienz erfolgte mit 
Hilfe des Programms Rotor Gene Series Software 1.7 (Corbett Research). Die 
Expressionsrate der einzelnen Gene wurde mit dem relative expression software tool 
(PFAFFL et al. 2002), welches eine Effizienzkorrektur beinhaltet, berechnet. Eine 
Normalisierung erfolgte auf den geometrischen Mittelwert zweier Referenzgene, GAPDH 
und Na+/K+-ATPase. Basierend auf den Cq-Werten wurde die Stabilität der Referenzgene 
mittels Bestkeeper (PFAFFL et al. 2004) überprüft. Deren Expression verzeichnete keine 
Beeinflussung durch die Behandlung. Damit gelten sie als stabil und konnten für die 
Normalisierung genutzt werden. Der Kontrollwert wurde bei dieser relativen 
Expressionsanalyse auf 1 gesetzt und die Änderungen durch eine Behandlung als 
vielfache Änderung dargestellt. 
 
3.7.9 Durchführung semiquantitative PCR 
 
Das Protokoll der semiquantitativen PCR gleicht dem der PCR, beschrieben in Kap. 3.7.6, 
da ebenso das DyNAzyme II DNA Polymerase Kit (Thermo Scientific) verwendet wurde. 
Die verwendeten Primer wurden von MWG Biotech synthetisiert und sind in Tab. 4 
gelistet. Die Zyklenzahl musste je nach Probe angepasst werden. Zur Ermittlung der 
optimalen Zyklenzahl (Y) wurde für jeden Primer und jedes Schaf eine Amplifikationskurve 
ermittelt, bei dem die Intensität der Banden in einem linearen Bereich lag. Damit konnte 
verhindert werden, dass man in den gesättigten Bereich der Bandenintensität kommt, in 
welchem zwischen den Proben keine Expressionsunterschiede mehr detektierbar wären. 
Die optimalen Zyklenzahlen des MCT1 lagen je nach Schaf zwischen 23 und 27 Zyklen 







Material und Methoden 
40 
Denaturierung: 95 °C 1 min  
                        95 °C 20 sec 
 Y  Zyklen         X°C 30 sec (X entspricht der jeweiligen Annealingtemperatur in Tab. 4) 
                        72 °C 1 min 
Finale Elongation: 72°C 1 min          
 
Tab. 4: Übersicht der verwendeten Primer für die semiquantitative PCR 
Gen Primerpaar Bp1 Ta
2 GenBank Accession Nr. 
MCT1 5´ GGAGAGGAAGCTTCCTAATT 3´ 758 50°C NM_001037319 
 5´ CACAAGCCCAGTATGTGTAT 3´    
     
GAPDH 5´ CGGCACAGTCAAGGCAGAGAA 3´ 725 60°C NM_001034034 
 5´ GCCCCAGCATCGAAGGTAGAA 3´    
1Basenpaare    
2Annealingtemperatur (Ta)    
 
Die PCR Durchführung, Visualisierung und Detektion entsprach der in Kap. 3.7.6 
beschriebenen Methode.  
 
3.7.10 Auswertung semiquantitative PCR 
 
Die Analyse erfolgte ebenso mit der Software Bio Doc Analyze, welche die Bandengröße 
und –intensität der aufgetragenen Proben bestimmte. Das Produkt dieser beiden Werte 
ergab das Volumen. Jede Probe wurde als Duplikat aufgetragen. Aus den zwei Werten, 
die sich damit für eine Probe ergeben, wurde der arithmetische Mittelwert gebildet. Der 
errechnete Quotient aus MCT1 Volumen und GAPDH Volumen stellt die 
Expressionsstärke des MCT1 Gens dar. GAPDH diente als Referenzgen für die PCR. 
 
3.8 Intrazelluläre pH-Wert Messung 
 
3.8.1 Beladung der Zelle mit BCECF/AM 
 
Um den intrazellulären pH-Wert der Zellen messen zu können, wurden diese mit dem 
membrangängigen, pH-sensitiven Farbstoff 2`,7`-bis-(Carboxethyl)-5(6`)-
Carboxyfluorescein/Acetoxymethylester (BCECF/AM) beladen. Zur Herstellung einer 
Stammlösung wurde 1 mg des Farbstoffs in 0,57 ml DMSO gelöst, aliquotiert und bei         
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-20°C bis zum weiteren Gebrauch gelagert. Die zu erzielende Endkonzentration von 10 
µM erforderte eine Verdünnung von 7,5 µl BCECF/AM-Stammlösung in 1,5 ml Laktatpuffer 
(Kap. 9.7).  
Wenn die Zellen auf den Coverslips optisch eine Konfluenz von 100% erreicht hatten, 
wurden sie aus der Petrischale entnommen, in eine Küvettenhalterung (Fa. Perkin Elmer 
Ltd., Rodgau-Jügesheim, Deutschland) eingespannt und in Laktatpuffer gewaschen. Die 
Halterung mit dem Coverslip wurde in eine Küvette geklemmt, welche die 10 µM BCECF-
Lösung enthielt. Darin wurde sie für 45 min, im Dunkeln und bei 37°C in einem 
kombinierten Bad/Umwälzthermostat (Kompaktthermostat M 12 B®; Lauda Dr. R. Wobser 
GmbH & Co. KG, Lauda–Königshofen, Deutschland) inkubiert. Alle Chemikalien für die 
intrazelläre pH-Wert Messung wurden von Sigma-Aldrich, Merck Millipore und VWR 
bezogen. 
 
3.8.2 Messung der Fluoreszenzintensität 
 
Das farblose BCECF/AM ist lipophil und damit gut membrangängig, die hydrophile 
Carboxylatgruppe ist mit Acetoxymethylestern versehen. Nach Diffusion in die Zelle wird 
die Carboxylatgruppe durch unspezifische Esterasen freigesetzt. Der Farbstoff wird 
dadurch hydrophiler und kann die Zellmembran schlecht passieren. Intrazellulär fungiert er 
als pH-Indikator, da sich das Spektrum seiner Anregungswellenlängen pH-abhängig 
verändert. BCECF besitzt zwei Anregungsmaxima, als Säure an Protonen gebunden liegt 
dieses bei 495 nm und als Salz bei 440 nm. Mit beiden Wellenlängen wurden die Zellen 
abwechselnd erregt, die Emission wurde bei 530 nm gemessen und kontinuierlich 
aufgezeichnet. Das Softwareprogramm FL WinLabTM (Fa. Perkin Elmer Ltd.) errechnete 
aus den beiden Anregungsmaxima den Quotienten „Ratio“, welcher proportional zum 
intrazellulären pH-Wert ist. 
Um diese Messung durchzuführen, wurde nach der Beladung mit BCECF/AM das 
zellbewachsene Coverslip in Laktatpuffer gewaschen. Anschließend wurde das Coverslip 
in eine optische Spezialküvette (Firma Helma & Co, KG, Mülheim, Deutschland), welche 
Laktatpuffer enthielt, überführt und in das Lumineszenzspektrometer (LS 50B; Fa. Perkin 
Elmer Ltd.) zur Messung verbracht. Die Küvette wurde dabei durchgehend von 37°C 
warmen Wasser umflossen und gewärmt. Die Aufzeichnung begann, sobald sich der Wert 
auf eine konstante Ratio eingepegelt hatte. 220 sec nach Beginn der Messung fand ein 
Wechsel der Spezialküvette in laktatfreien Standardpuffer (Kap. 9.7) statt. Anschließend 
erfolgte eine Messung im Standardpuffer für mindestens weitere 560 sec. Bei der Hälfte 
Material und Methoden 
42 
der eingespannten Coverslips erfolgte beim Überführen in den Laktatpuffer bei Zeitpunkt 0 
eine gleichzeitige Zugabe von 600 µM pHMB, welches in 0,1 M NaOH gelöst war. Der 
anderen Hälfte der Coverslips wurde die entsprechende Menge 0,1 M NaOH zugesetzt. 
Bei Überführen in den Standardpuffer wurde pHMB/NaOH in der gleichen Konzentration 
wie schon im Laktatpuffer zugegeben. Die Zellen waren also über den gesamten 
Messzeitraum dem Hemmstoff bzw. dem Lösungsmittel ausgesetzt. 
 
3.8.3 pH-Wert Kalibrierung 
 
An jede Messung anschließend erfolgte die pH-Wert Kalibrierung der berechneten Ratio. 
Für die Bestimmung einer Eichgeraden wurde ein kaliumreicher (121,5 mM) Eichpuffer 
(Kap. 9.7) mit absteigenden pH-Werten und 10 μM Nigericin (Stammlösung β mM in 
absolutem Ethanol) vorbereitet. Der Eichpuffer wurde auf die pH-Werte 8,0; 7,81; 7,66; 
7,44; 7,21 und 6,9 mit NaOH oder HCl mit Hilfe des pH-Meter seven easy (Mettler Toledo 
GmbH, Gießen, Deutschland) eingestellt. Das K+/H+-Ionophor Nigericin bewirkt eine 
Permeabilitätserhöhung der Membran für K+ und H+ (STURZ et al. 2011). Bei einer hohen 
extrazellulären Konzentration von K+, wie sie durch den Eichpuffer geschaffen wurde, ist 
die Zelle nicht mehr in der Lage, ihren pH-Wert zu regulieren und es kann davon 
ausgegangen werden, dass der intrazelluläre pH-Wert sich dem extrazellulären angepasst 
hat.  
Nach jeder Messung wurde dazu die Spezialküvette mit dem Coverslip nacheinander in 
die verschiedenen Eichpuffer verbracht. Hier wurde bei den Versuchen zwischen einer 
aufsteigenden und einer absteigenden Reihenfolge der Eichpuffer variiert. Die Messung in 
den einzelnen Pufferlösungen erfolgte jeweils bis zum Erreichen eines konstanten Wertes. 
Anschließend wurde mit Hilfe der Software FL WinLabTM eine lineare Eichgerade erstellt 
und die Ratios konnten den entsprechenden pH-Werten zugeordnet werden.  
 
3.8.4 Berechnung der pHi-Anstiege 
 
Der pHi-Anstieg nach dem Wechsel von laktatfreien in laktathaltigen Puffer wurde 
berechnet um die Menge und Geschwindigkeit der Laktattransportleistung zu 
quantifizieren. Ausgangspunkt war dabei der Zeitpunkt 220 sec, an dem der pHi-Wert noch 
auf dem Ausgangsniveau war. Es wurde die Steigung einer linearen Regressionsgeraden 
durch die pHi-Werte zu den Zeitpunkten 220, 250 und 260 sec berechnet. Dieser Wert 
repräsentiert den pHi-Anstieg unmittelbar nach Pufferwechsel. Dieser kurze Zeitraum nach 
Material und Methoden 
43 
dem Pufferwechsel wurde gewählt, da dann der Anstieg noch wenig von Gegen- 
regulationsmechanismen beeinflusst wurde. 
 
3.8.5 Messung der intrazellulären Pufferkapazität βi  
 
Für die Messung der intrazellulären Pufferkapazität wurden Pansenepithelzellen 
verwendet, die mit DMSO als Lösungsmittel behandelt wurden (Kontrolle) und 
Pansenepithelzellen, die mit 100 µM WY 14.643 über einen Zeitraum von 48 h behandelt 
wurden. Ziel war es zu überprüfen, ob die Behandlung mit WY 14.643 einen Einfluss auf 
die Pufferkapazität der Zellen hat. Die Pufferkapazität βi einer Zelle kann anhand der pHi-
Änderung der Zelle nach einem Säurestimulus bestimmt werden. Für die Bestimmung des 
pHi wurde die Fluoreszenzintensität der Zelle, wie in Kap. 3.8.1 bis 3.8.3 beschrieben, 
gemessen. Als Säurestimulus fanden in unserem Versuchsansatz verschiedene 
Konzentrationen von Ammoniumchlorid (NH4Cl) Verwendung. Die Zellen wurden in einem 
ersten Schritt in einen Ammoniumpuffer (Kap. 9.7) äquilibriert, der 0 mM NH4Cl enthielt. 
Es erfolgte ein Wechsel in Ammoniumpuffer mit einer Konzentration von 40 mM NH4Cl. 
Nach 10 min wurden die Zellen in einen Ammoniumpuffer verbracht, der 20 mM NH4Cl 
enthielt. Nach jeweils 5 min wurde nun die NH4Cl Konzentration im Puffer schrittweise 
halbiert, bis zu einer Konzentration von 1,25 mM NH4Cl im Ammoniumpuffer. Die Zellen 
auf den Coverslips wurden abschließend in einen Ammoniumpuffer mit 0 mM NH4Cl 
verbracht und die Messung wurde nach 5 min beendet. Der Ammoniumpuffer war frei von 
HCO3
-, damit konnte der Einfluss von HCO3
- und CO2 auf den pHi reduziert werden. Alle 
eingesetzten Puffer wurden mit 10 µM 5-(N-Ethyl-N-isopropyl)amiloride (EIPA) 
supplementiert, um den Na+/H+ Antiport zu blockieren, sowie mit 600 µM pHMB, um den 
Protonentransport über MCT zu blockieren.  
  
3.8.6 Berechnung der intrazellulären Pufferkapazität βi  
 
Die Pufferkapazität entspricht der Fähigkeit der Zellen, Änderungen im pHi nach 
Protonenzugabe oder -entnahme abzupuffern und ist definiert als Δ[H+] / ΔpHi (ROOS und 
BORON 1981). Intrazellulär spielt auch Bikarbonat eine wichtige Rolle im Puffersystem, da 
wir aber den bikarbonatunabhängigen Teil der intrazellulären Pufferkapazität bestimmen 
wollten, haben wir in dem Versuchsansatz bikarbonatfrei gearbeitet. Der extrazelluläre pH 
(pHe) war konstant bei 7,4. NH4
+ hat einen pK-Wert von 9,25. Es wurde angenommen, 
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dass NH3 frei über die Zellmembran diffundieren konnte. Aus diesen Werten konnte die 
intrazelluläre Ammoniumkonzentration [NH4
+]i mit Hilfe des gemessenen pHi bei 
unterschiedlichen extrazellulären Ammoniumkonzentrationen berechnet werden.  
 














Die errechneten intrazellulären Ammoniumkonzentrationen wurden zur Bestimmung der 











Die errechneten Pufferkapazitäten wurden jeweils einem pH-Wert zugeordnet und zwar dem 
Mittelwert der beiden pHi-Werte des entsprechenden ΔpHi. Ausgewertet wurde in einem pH-
Bereich von 6,6-8,6.   
 




Zur Probengewinnung wurden die in den 75 cm2 Flaschen gewachsenen Zellen einmal mit 
DPBS gewaschen und mittels Zellschaber abgekratzt. Die abgelöste Zellsuspension 
wurde noch zweimal mit DPBS gewaschen und dazwischen jeweils 5 min bei 1500g 
zentrifugiert (Megafuge 1.0R, Heraeus Instruments GmbH). Das Arbeiten geschah bei 
allen Schritten auf Eis. Die Lagerung der Zellpellets erfolgte bei -80°C bis zur weiteren 
Aufarbeitung, die innerhalb der nächsten 3 Tage stattfand.  
Zur Aufarbeitung der Gewebeproben von Leber, Pansenzotten und Skelettmuskulatur 
wurden 100 mg (Feuchtgewicht) der jeweiligen Probe abgewogen und mittels Mörser und 
Pistill in flüssigem Stickstoff zerkleinert. Anschließend fand die Aufarbeitung der 
Gewebeproben analog den kultivierten Pansenepithelzellen statt.  
Material und Methoden 
45 
Die Proteinextraktion aus den Zellen und den Geweben wurde in einem Homogenisator 
mit 400 µl eines Lysepuffers (Kap. 9.6) durchgeführt. Nach der Entnahme aus dem 
Homogenisator und weiterer Zerkleinerung durch eine Spritze mit aufgesetzter Kanüle 
wurde die Suspension für 1 h bei 4°C und Schütteln bei 300 min-1 inkubiert. Danach 
erfolgte ein Zentrifugationsschritt bei 500g für 10 min bei 4°C. Der Überstand, in dem sich 
die Proteine befanden, wurde in ein neues Röhrchen überführt. Zur Bestimmung der 
Proteinkonzentration diente die Bicinchoninsäure (BCA)-Methode (SMITH et al. 1985). Die 
Messung der Absorption erfolgte mit einem Tecan Spectra Rainbow Microplate Reader 
(Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim, Deutschland). Als Referenz wurde eine 
Standardreihe aus bovinen Serumalbumin (BSA) benutzt. Alle Chemikalien, die beim 
Western Blot Anwendung fanden, wurden von Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) und 
Sigma-Aldrich bezogen. 
 
3.9.2 Proteinauftrennung und -transfer 
 
Die als SDS-Page (Polyacrylamidgelelektrophorese mit Natriumdodecylsulfat) bezeichnete 
Methode dient dazu, die Proteine entsprechend ihrer Molekulargewichte aufzutrennen. Zur 
Auftrennung wurde ein Polyacrylamidgel verwendet, welches aus einem Trenngel und 
einem Sammelgel bestand. Die Herstellung der entsprechenden Gele und Laufpuffer fand, 
wie in Kap. 9.6 beschrieben, statt. Nach vorausgegangenen Tests verschiedener 
Proteinkonzentrationen wurden die Proben für die Bestimmung des MCT1 auf 3 µg Protein 
und die Proben für die Bestimmung des MCT4 auf 20 µg Protein mit der jeweiligen Menge 
Roti Load 1 (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) eingestellt. In den Gewebeproben wurden 
10 µg Protein für den Nachweis des MCT4 verwendet. Roti Load 1 enhält β-
Mercaptoethanol, welches die vorhandenen Disulfidbrücken der Proteine spaltet. Die 
Proben wurden für 5 min bei 100°C denaturiert und anschließend komplett in die 
Geltaschen pipettiert. Die Auftrennung erfolgte bei 100 V für ca. 90 min. Nach der SDS-
Page erfolgte der Elektrotransfer der Proteine auf eine Nitrocellulosemembran. Dafür 
wurde das Mini-Protean© System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) verwendet. Der 
Proteintransfer auf die Membran, das sogenannte Blotten, erfolgte bei 500 mA für 50 min 
unter Verwendung eines Transferpuffers (Kap. 9.6). Der dabei entstandene Blot wurde mit 
Ponceau S Lösung (Kap. 9.6) versetzt, welche alle Proteine auf der Membran unspezifisch 
färbt (ROMERO-CALVO et al. 2010). Damit konnten eine gleichmäßige Probenbeladung 
sowie der -transfer sichergestellt werden. Die Entfärbung des Blot erfolgte für 20 min bei 
Raumtemperatur bei 50 min-1 mittels TBS (Kap. 9.6). 
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3.9.3 Markierung mit spezifischen Antikörpern 
 
Um unspezifische Bindungen des Antikörpers zu blockieren, wurde der Blot mit 3%igem 
BSA, gelöst in TBST (Kap. 9.6), über 1 h bei Raumtemperatur bei 50 min-1 inkubiert. 
Anschließend wurde der jeweilige Primärantikörper (Tab. 5) auf den Blot aufgetragen. Die 
Inkubation erfolgte über Nacht bei 4°C. Nach der Inkubation wurde der Blot fünfmal mit 
TBST für jeweils 10 min bei 50 min-1 gewaschen und mit einem horse radish peroxidase 
(HRP)-gekoppelten Sekundärantikörper (Tab. 5) für 1 h bei Raumtemperatur und 50 min-1 
inkubiert. Danach erfolgte ein fünfmaliges Waschen mit TBST für jeweils 10 min bei 50 
min-1 und abschließend ein einmaliges Waschen mit TBS.  
 










Chicken-anti-MCT 1 1:1000 
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3.9.4 Detektion der Antikörper 
 
HRP-gekoppelte Sekundärantikörper lassen sich mittels verstärkter Chemilumineszenz 
detektieren. Zum Einsatz kam eine Luminol-Lösung (Kap. 9.6), welche 2 min 
lichtgeschützt auf dem Blot belassen und anschließend durch Abfließen und Absaugen der 
Flüssigkeit entfernt wurde. Zur Detektion diente die G:BOX Chemi XT4 (Syngene, 
Cambridge, Großbritannien) mit angeschlossener Analysesoftware GeneTools©software 
(Syngene).  
  
3.9.5 Auswertung des Western Blot 
 
Mit Hilfe der Gene Tools©software wurde die Höhe der spezifischen Banden bestimmt, 
welche der Intensität der Bandenfärbung entspricht. Weiterhin fand eine Bestimmung der 
Intensität der mit Ponceau S angefärbten Banden statt, welche ein Maß für den 
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Gesamtproteingehalt auf dem Blot darstellt. Damit konnte jetzt jede Probe auf ihren 
Gesamtproteingehalt normalisiert werden, wie bei ROMERO-CALVO et al. (2010) 
beschrieben. Alle Proben wurden als Duplikate auf das Polyacrylamidgel aufgetragen und 
getrennt ausgewertet. Nach der Auswertung erfolgte die Ermittlung des arithmetischen 




Die Ergebnisse sind als arithmetisches Mittel (MW) gemeinsam mit dem Standardfehler 
(standard error of mean, SEM) angegeben, sofern nicht anders angeführt. Die Anzahl der 
verwendeten Versuchstiere ist mit N angegeben, die Anzahl der Stichproben mit n. Als Maß 
für die Signifikanz ist die Irrtumswahrscheinlichkeit p angegeben, wobei p < 0,05 als 
statistisch signifikant und p < 0,001 als statistisch hochsignifikant angesehen wird. Die 
statistische Auswertung der Daten beruht auf der Versuchstierzahl N. 
Die Daten der qPCR mit zwei verschiedenen Konzentrationen von WY 14.643 
(Agonistenversuche) und die semiquantitative PCR mit zwei verschiedenen Konzentrationen 
von Butyrat wurden mittels One-way analysis of variance (One-way ANOVA) gefolgt von 
einem Dunnett´s Test ausgewertet, um Unterschiede zwischen den Behandlungen 
gegenüber der Kontrolle festzustellen. Die qPCR der Antagonistenversuche sowie die 
Western Blot und pHi-Daten wurden mittels gepaarten Student’s t-Test ausgewertet, da es 
hier nur eine Wirkstoffkonzentration gab. Die statistische Auswertung erfolgte mit der 





4.1 Immunzytochemische Färbungen 
 
4.1.1 Nachweis von Zytokeratin 5 
 
Die Qualität einer primär isolierten Epithelzellkultur hängt wesentlich von der 
Isolierungsmethode und der anschließenden Subkultivierung ab. Ziel ist es, in der Subkultur 
einen möglichst hohen Anteil an Epithelzellen zu erhalten und nur einen geringen 
Prozentsatz an Fibroblasten und Fibrozyten. Die immunzytochemische Färbung der 
subkultivierten Zellen mit Zytokeratin 5 Antikörper sollte den Nachweis erbringen, dass es 
sich um Zellen epithelialen Charakters handelt. Zytokeratin 5 kommt vor allem in den 
basalen Zellschichten von mehrschichtigen Epithelien vor und gilt damit als Nachweis für 
noch teilungsfähige Zellen (MOLL et al. 1982). Der Anteil an mesenchymalen Zellen wurde 
mit Hilfe eines Vimentin Antikörpers festgestellt. Vimentin wird typischerweise in 
Fibroblasten und Fibrozyten exprimiert (FRANKE et al. 1978). Die subkultivierten 
Pansenepithelzellen einer jeden Isolierung wurden mit einer Kombination beider Antikörper 
versetzt und mit entsprechenden Sekundärantikörpern angefärbt und sichtbar gemacht. Es 
ergab sich in den primärkultivierten Pansenepithelzellen ein hoher Anteil von Zellen, die 
Zytokeratin 5 enthielten und somit epithelialen Charakter aufwiesen (Abb. 3). Das Verhältnis 
von epithelialen zu mesenchymalen Zellen wurde anhand der gefärbten Präparate für jede 
Subkultur optisch abgeschätzt, wobei der Anteil der mesenchymalen Zellen in der Regel 
unter 20% lag. Im Falle eines Anteils der mesenchymalen Zellen über 20% in einer 
Subkultur wurde diese von der weiteren Analytik ausgeschlossen.  
 
Abb. 3: Nachweis von Zytokeratin 5 (gelb) 
in subkultiverten Pansenepithelzellen aus 
einem Primärisolat kurz vor Zugabe von 
entweder WY 14.643, DMSO oder Butyrat 
wie in Kap. 3.5.2 beschrieben. Die 
Zellkerne sind mit DAPI (blau) markiert. 




4.1.2 Nachweis und Lokalisierung von MCT1 und MCT4 
 
Die Bestimmung der Lokalisation der beiden Transporter MCT1 und MCT4 wurde 
durchgeführt, um auf eine mögliche Funktion in der Pansenepithelzelle zu schließen und 
einen Vergleich mit dem intakten Epithel anzustellen. Wir konnten in unseren 
immunzytochemischen Färbungen zeigen, dass der MCT1 sowohl im Zytoplasma der Zelle 
als auch in der Membran exprimiert wurde (Abb. 4). Im Zytoplasma zeigte sich teilweise eine 
verstärkte Färbung um den Zellkern (perinukleär). Um das Vorkommen von MCT1 in der 
Zellmembran zu verifizieren, wurde eine gleichzeitige Färbung der α-Untereinheit der 
Na+/K+-ATPase angefertigt. Diese wird ausschließlich in der Zellmembran exprimiert. Bei 
der Kombinationsfärbung konnte die Kolokalisation des MCT1 mit der Na+/K+-ATPase in der 
Plasmamembran bestätigt werden (Abb. 5). 
Auch der MCT4 wurde mittels Immunzytochemie in den Pansenepithelzellen nachgewiesen. 
Bei dieser Isoform lag ebenfalls sowohl eine zytoplasmatische als auch eine membranäre 
Verteilung vor (Abb. 4). Allerdings war der MCT4 im Zytoplasma eher homogen verteilt und 
nicht so stark um den Zellkern akkumuliert, wie es bei MCT1 der Fall war. Auch die 
Lokalisation des MCT4 in der Zellmembran wurde durch eine gleichzeitige Färbung mit der 




     
Abb. 4: Immunzytochemische Färbung von MCT1 (A,C) und MCT4 (B,D) in subkultivierten 
Pansenepithelzellen. Kerne sind mit DAPI (blau) markiert. Zellen, die sowohl MCT1 als auch 
MCT4 in der Zellmembran exprimierten, sind mit einem ausgefüllten Pfeil markiert. Zellen, 
die entweder MCT1 oder MCT4 in der Zellmembran exprimierten, sind mit einem offenen 
Pfeil, bzw. mit einer offenen Pfeilspitze markiert. In fast allen Zellen konnten MCT1 und 
MCT4 intrazellulär und auch perinukleär nachgewiesen werden (markiert mit einer 





    
Abb. 5: Immunzytochemische Färbung von MCT1 (A), Na+/K+-ATPase (B, D) und MCT4 
(C) in kultivierten Pansenepithelzellen. Die Kerne wurden mit DAPI markiert (blau). (A-B) 
MCT1 (grün) konnte sowohl im Zytoplasma, hier vor allem akkumuliert um den Kern, als 
auch in der Zellmembran gefunden werden. Dass sich der MCT1 in der Membran befindet, 
wurde über einen Nachweis der Kolokalisation mit der Na+/K+-ATPase (rot; markiert mit 
einer offenen Pfeilspitze) verifiziert. (C-D) MCT4 (grün) konnte ebenso kolokalisiert mit der 
Na+/K+-ATPase (rot) in der Membran gefunden werden (geschlossene Pfeilspitze) und war 
darüber hinaus auch im Zytoplasma nachzuweisen. Die Balkenlänge entspricht 50 µm. 
 
 
Die Quantifizierung der Verteilung von MCT1 und MCT4 in den kultivierten 
Pansenepithelzellen fand anhand einer Zählung einzelner Zellen auf 10 angefertigten 
Bildausschnitten statt. Es wurde der Prozentsatz von Membran- und Zytoplasmaverteilung 
von MCT1 und MCT4 ermittelt. Diese Zählung wurde an subkultivierten Zellen von 4 
verschiedenen Schafen durchgeführt. Die Zählung umfasste nur eindeutig intakte Zellen und 
Zellen, die entweder MCT1 oder MCT4 positiv waren. Von den MCT1/MCT4 positiven 
Zellen waren bei 53±3% der Zellen MCT1 und/oder MCT4 in der Membran nachweisbar. 
Dieser Anteil wurde nach den einzelnen MCT-Isoformen weiter aufgeschlüsselt. Von der 
Gesamtheit der Zellen, die MCT in ihrer Membran exprimierten, waren 44±2% positiv für 
sowohl MCT1 als auch MCT4. In diesen Zellen waren damit beide MCT-Isoformen 
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kolokalisiert. Bei 31±2% war nur der MCT1 und bei 25±1% nur der MCT4 in der Membran 




Übersicht 1: Erfassung der Lokalisation von MCT1 und MCT4 anhand 
immunzytochemischer Färbungen bei kultivierten Pansenepithelzellen. Es wurden nur 
Zellen ausgewertet, die entweder MCT1 und/oder MCT4 positiv waren. Angaben in MW ± 
SEM von N=4 Tieren und n=40 Bildausschnitten.  
 
Betrachtet man jetzt wieder die Gesamtheit der MCT1/MCT4 positiven Zellen so waren bei 
fast 100% der Zellen MCT1 und/oder MCT4 im Zytoplasma nachweisbar. Die Verteilung im 
Zytoplasma wurde durch die Zählung weiter differenziert. Bei 65±5% der Zellen war der 
MCT1 um den Zellkern akkumuliert. Lediglich bei 35±5% der Zellen war auch der MCT4 
perinukleär akkumuliert. Bei den restlichen Zellen lag eine homogene Verteilung der MCT 
im Zytoplasma vor. 
 
4.2 Nachweis und Quantifizierung der mRNA 
 
4.2.1 Nachweis von PPARα und RXR 
 
Mit Hilfe der PCR und Sequenzierung sollten zunächst die regulatorisch wirkenden Proteine 
PPARα und RXR auf mRNA-Ebene nachgewiesen werden. Der Nachweis wurde sowohl in 
den kultivierten Pansenepithelzellen als auch an intakten Pansenzotten durchgeführt. Mittels 
PCR konnte die mRNA von PPARα und RXR in intakten Pansenzotten und in den 
kultivierten Pansenepithelzellen detektiert werden (Abb. 6). Sie zeigten eine Bande in der zu 
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erwartenden Größe von 400 Basenpaaren (bp) für PPARα und 415 bp für RXR. Durch 
Sequenzierung der entstandenen PCR Produkte (durchgeführt im Interdisziplinären Zentrum 
für Klinische Forschung der Medizinischen Fakultät der Universität Leipzig, Deutschland) 
konnte die Identität der PCR Produkte bestätigt werden. Die erhaltenen Sequenzen wurden 
mit den Einträgen in der NCBI Database verglichen (ALTSCHUL et al. 1997). Es zeigte sich 
für den detektierten PPARα eine 91%ige Homologie zur Nukleotidsequenz des bovinen 
PPARα (GenBank accession Nr. NM001034036, NCBI). Der nachgewiesene RXR zeigte 
eine 94%ige Homologie zum bovinen RXR (GenBank accession Nr. XM002691687, NCBI). 
 
 
Abb. 6: Nachweis von PPARα und RXR in 
intakten Pansenzotten und in 
Pansenepithelzellen (PEZ), welche aus 
dem Pansenepithel isoliert und 
anschließend über 7 Tage kultiviert 







4.2.2 Einfluss von WY 14.643 auf die mRNA Expression von MCT1 und MCT4 
 
Um die Wirkung des PPARα Agonisten WY 14.64γ auf die beiden Transporter MCT1 und 
MCT4 zu eruieren, wurde deren mRNA Expressionsrate mittels qPCR untersucht. Für die 
Auswertung der WY 14.643 Wirkung war keine absolute Quantifizierung der mRNA-Menge 
nötig, sondern lediglich ein Vergleich der Expressionsänderungen von nur mit Lösungsmittel 
behandelten Kontrollzellen mit den mit WY 14.643 behandelten Zellen. Die in den 
Abbildungen dargestellten Zahlenwerte sind demnach relative Vergleichswerte. 
Die Expression des MCT1 stieg nach einer Behandlung mit 25 µM WY 14.643 nur 
geringfügig an. Die Behandlung mit 100 µM WY 14.643 erhöhte die Expression des MCT1 
signifikant um 31% gegenüber der Kontrolle (Abb. 7). 
Im Gegensatz dazu führte die Behandlung mit WY 14.643 zu einer verringerten MCT4 
Expression. Unter 25 µM WY 14.643 nahm die Expression signifikant um 14% ab, bei 
Applikation von 100 µM WY 14.643 signifikant um 50% (Abb. 7).  
































































Abb. 7: Relative Expression von MCT1 und MCT4 unter Einwirkung von 25 µM oder 100 
µM WY 14.643 (WY). Die MCT Expressionsstärke der Kontrollzellen (mit dem 
Lösungsmittel DMSO behandelt) wurde auf 1 gesetzt, die Expressionsstärke der MCT in 
den behandelten Zellen ist relativ dazu dargestellt. Die Balken stellen MW ± SEM von N=4 
Tieren und n=15 Proben dar. GAPDH und Na+/K+-ATPase wurden als Referenzgene 
verwendet. Signifikante Unterschiede gegenüber der Kontrolle sind mit * (p<0,05) und *** 
(p<0,001) gekennzeichnet. Die statistische Analyse erfolgte mittels One-way ANOVA und 
einem angeschlossenen Dunnet´s Test. 
  
4.2.3 Einfluss von WY 14.643 auf die mRNA Expression von ACO, CPT1A und CACT 
 
Die Expression der drei PPARα Zielgene Acyl-CoA Oxidase (ACO) [ACOX1], Carnitin-
Palmitoyl-Transferase 1A (CPT1A) [CPT1A] und Carnitin-Acylcarnitin-Translocase (CACT) 
[SLC25A20] wurden untersucht, um eine Aktivierung des PPARα in den kultivierten 
Pansenepithelzellen zu bestätigen. Diese drei Gene konnten bereits als PPARα Zielgene in 
anderen Geweben und Spezies nachgewiesen werden (MANDARD et al. 2004; KÖNIG et 
al. 2008). Da aber noch keine Zielgene für das Pansenepithel beim Schaf bekannt waren, 
wurde im Vorfeld überprüft, ob diese drei Zielgene im Pansenepithel exprimiert werden. Auf 
Grund ihrer wichtigen Funktion im Fettstoffwechsel war dies sehr wahrscheinlich. Nach 
deren Nachweis konnten anhand ihrer Expressionsstärke nach PPARα Stimulation 
Rückschlüsse auf deren Funktion als Zielgene auch im Pansenepithel gezogen werden. 
 
Es zeigte sich, dass die Behandlung mit 100 µM WY 14.643 bei allen 3 Zielgenen des 
PPARα zu einem signifikanten Anstieg ihrer Expression führte (Abb. 8). Die ACO (28% 
Anstieg) reagierte weniger stark auf die WY 14.643 Exposition verglichen mit CPT1A (356% 
Anstieg) und CACT (234% Anstieg). Die Exposition der Zellen gegenüber 25 µM WY 14.643 


















Abb. 8: Expression der PPARα Zielgene ACO, CPT1A und CACT nach 48 h Behandlung 
mit WY 14.643 (WY) in einer Konzentration von 25 µM oder 100 µM. Die Expressionsstärke 
der Zielgene in den Kontrollzellen (mit dem Lösungsmittel DMSO behandelt) wurde auf 1 
gesetzt. Die Balken entsprechen MW ± SEM von N=4 Tieren und n=15 Proben. GAPDH 
und Na+/K+-ATPase wurden als Referenzgene verwendet. Signifikante Unterschiede 
gegenüber der Kontrolle sind mit * (p<0,05) und *** (p<0,001) gekennzeichnet. Die 
statistische Analyse erfolgte mittels One-way ANOVA und einem angeschlossenen 
Dunnet´s Test. 
 
4.2.4 Wirkung von GW 6471 auf WY 14.643 behandelte Pansenepithelzellen 
 
Die Änderung der Expressionslevel der MCT und auch der PPARα Zielgene nach WY 
14.643 Gabe deutete auf eine Steuerung dieser Gene durch PPARα hin. Mit dem Einsatz 
des spezifischen PPARα Antagonisten GW 6471 sollte nachfolgend überprüft werden, ob 
die Gene einer spezifischen Regulation durch PPARα unterlagen oder ob sekundäre Effekte 
die Expressionsänderung verursachten. Wie in Abb. 9 zu sehen, konnte durch die 
Vorbehandlung mit dem Antagonisten die gesteigerte MCT1 Expression nach WY 14.643 
Behandlung fast komplett aufgehoben werden, wohingegen der WY 14.643 induzierte 
Expressionsanstieg von MCT4 nicht durch eine Vorbehandlung mit dem Antagonisten 
beeinflusst werden konnte. Auffällig war in dieser Versuchsreihe, dass sich die MCT4 
Expression unter Stimulation mit WY 14.643 ohne Antagonistenvorbehandlung (Abb. 7) 
gegensätzlich zu der mit Antagonistenvorbehandlung (Abb. 9) verhielt. Bei einer Zugabe 
von 50 µM WY 14.643 kam es zu einem Anstieg des MCT4 (Abb. 9; WY 50 Gruppe), 
wohingegen die Behandlung mit 25 und 100 µM WY 14.643 eine Herunterregulierung des 
MCT4 bewirkte (Abb. 7). Die PPARα Zielgene CPT1A und CACT zeigten unter WY 14.643 
Behandlung einen Anstieg der Genexpression. Durch eine Vorbehandlung mit dem 





























































werden. Die Genexpression des PPARα Zielgens ACO, welche unter alleiniger WY 14.643 
Behandlung signifikant anstieg, blieb dagegen unbeeinflusst durch eine Vorbehandlung mit 
dem PPARα Antagonisten. 
 
          
Abb. 9: Expression von MCT1 & 4 und der PPARα Zielgene ACO, CPT1A und CACT nach 
Behandlung mit 50 µM WY 14.643 (WY 50) oder mit einer Kombination aus 50 µM WY 
14.643 und 10 µM GW 6471 (WY 50 + GW 6471). Die Expressionsstärke der Gene der 
Kontrollzellen (mit dem Lösungsmittel DMSO versetzt) wurde auf 1 gesetzt und die 
Expressionsstärke der Gene in den behandelten Zellen relativ dazu aufgetragen. Die Balken 
entsprechen MW ± SEM von N=5 Tieren und n=15 Proben. GAPDH und Na+/K+-ATPase 
wurden als Referenzgene verwendet. Signifikante Unterschiede sind mit * (p<0,05) und *** 
(p<0,001) gekennzeichnet. Die statistische Analyse erfolgte mittels gepaartem Student’s t-
Test.  
 
4.2.5 Wirkung von Butyrat auf die MCT1 mRNA Expression 
 
Butyrat wurde in den Konzentrationen 1 mM und 5 mM in der Pansenepithelzellkultur über 
einen Zeitraum von entweder 6 h oder 48 h eingesetzt. Es zeigte sich, dass es nach einer  
6-stündigen Inkubation sowohl bei einer Konzentration von 1 mM als auch bei einer 
Konzentration von 5 mM Butyrat zu keiner signifikanten Änderung der MCT1 Expression 
kam (Abb. 10). Nach 48-stündiger Inkubation zeigte sich lediglich bei der höheren Dosierung 
von 5 mM Butyrat ein signifikanter Anstieg der mRNA Expression des MCT1. Die Stabilität 
des Referenzgens GAPDH war allerdings bei der Konzentration von 5 mM Butyrat über eine 
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Abb. 10: Semiquantitative PCR, der mit Butyrat behandelten Pansenepithelzellen. 
Analysiert wurde die Expression von MCT1 normalisiert auf die GAPDH Expression. Die 
Abbildung auf der linken Seite zeigt die Genexpression des MCT1 nach 6 h 
Butyratinkubation, die Abbildung auf der rechten Seite nach 48 h Butyratinkubation. Die 
Balken entsprechen MW ± SEM von N=7 Tieren und n=21 Proben. Signifikante 
Unterschiede gegenüber der jeweiligen Kontrolle sind mit * (p<0,05) gekennzeichnet. Die 
statistische Analyse erfolgte mittels One-way RM ANOVA und einem angeschlossenen 
Dunnet´s Test. 
 
Die Instabilität des Referenzgens GAPDH nach Behandlung mit 5 mM Butyrat ging mit 
morphologischen Veränderungen der Zellen parallel (Abb. 11). Optisch beurteilt, zeigten die 
Zellen eine deutliche Verringerung der Zellzahl unter Behandlung mit 5 mM Butyrat über 48 
h. Die Einzelzellen selbst waren deutlich größer, vermutlich durch die mangelnde 
Möglichkeit, Zellkontakte zu benachbarten Zellen aufzubauen. Auf Grund der 
morphologischen Veränderungen kam es sehr wahrscheinlich auch zu der Instabilität des 
Referenzgens GAPDH. Ohne ein stabiles, passendes Referenzgen ist das Ergebnis der 
semiquantitativen PCR nicht auswertbar. Es wurde daher auf weitere Versuche zur 
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Abb. 11: HE-Färbung der Pansenepithelzellen nach 48-stündiger Inkubation mit entweder 




Ob die in Kap. 4.2.2 beschriebene Veränderung der MCT1 und MCT4 Expression auf 
mRNA-Ebene auch zu einer veränderten Funktionalität der Transporter führt, sollte mittels 
pHi-Messung untersucht werden. Beide MCT-Isoformen sind als Symporter für 
Monocarboxylate und Protonen beschrieben. Somit wird jede Substratpermeation von einer 
Protonenpermeation begleitet. Aus den Messungen von dynamischen Veränderungen des 
pHi können somit auch Rückschlüsse auf die Transportleistungen der MCT für 
Monocarboxylate gezogen werden, wenn diese über die entsprechenden Substrate in ihrer 
Aktivität moduliert werden. Um dies zu erreichen, wurde als Substrat für die MCT L-Laktat 
benutzt, da es bisher als Substrat für beide MCT-Isoformen beschrieben wurde und weder 
passiv über die Membran diffundieren kann noch in der Zelle verstoffwechselt wird 
(HALESTRAP und MEREDITH 2004). In unserem Versuchsansatz erfolgte zuerst eine 
Beladung der Zellen mit L-Laktat über 45 min durch Inkubation in einem Puffer, der 20 mM 
L-Laktat enthielt. In Abb. 12 ist der pHi-Wert, der sich unter laktathaltigem Puffer einstellte, 
abgebildet (Laktat +). Nach Wechsel in den laktatfreien Puffer (Laktat -) kam es zu einem 
sprunghaften Anstieg des pHi. Dies wäre dadurch erklärbar, dass L-Laktat entlang des 
Konzentrationsgradienten aus der Zelle heraus transportiert wurde, welches hauptsächlich 
über die MCT im Symport mit einem Proton ablief. Das führte zu einer Alkalisierung des pHi 
der Zelle. Rund 40 sec nach Wechsel in den laktatfreien Puffer hatten die Zellen ihren 
maximalen pHi erreicht und es kam in den Zellen zu gegenregulatorischen Mechanismen, 
die auch am Ende der Messung noch nicht beendet waren. Welchen Anteil die beiden MCT- 
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Isoformen am protonengekoppelten Laktattransport besaßen, wurde mittels Einsatz des 
spezifischen Hemmstoffes pHMB ermittelt. Dessen Wirkung auf MCT1 und MCT4 ist in Kap. 
2.3.3 beschrieben. Bei Einsatz von pHMB kam es nach dem Wechsel in den laktatfreien 
Puffer zu einem sehr geringen Anstieg des pHi verglichen mit den pHMB unbehandelten 
Zellen (Abb. 12 und 13). Es kommt demnach zu einem fast vollständigen Erliegen des 
protonengekoppelten Lakatausstromes, wenn beide MCT durch pHMB gehemmt werden.  
 
            
pHi
Laktat + Laktat -









Kontrolle + 600 µM pHMB
WY 100 µM + 600 µM pHMB
t (sec)
 
Abb. 12: Verlauf des pHi der Pansenepithelzellen in laktathaltigem Puffer (Laktat +) und 
nach Wechsel in laktatfreien Puffer (Laktat -). Dargestellt ist der pHi-Verlauf der Kontrolle 
(mit dem Lösungsmittel DMSO behandelte Zellen) und des WY 100 µM (mit 100 µM WY 
14.643 behandelte Zellen). Der Kurvenverlauf der Zellen, die zusätzlich pHMB in den Puffer 
ab Zeitpunkt 0 sec erhielten, ist mit offenen Symbolen gekennzeichnet. Am Zeitpunkt 220 
sec erfolgte bei allen Zellen der Wechsel in laktatfreien Puffer. Die Symbole entsprechen 
MW ± SEM von N=10 Tieren und n=20 Proben. 
 
Um die Effekte des WY 14.643 auf die Transportleistung der MCT in den 
Pansenepithelzellen zu bestimmen, wurde eine lineare Regressionsgerade durch die pHi-
Werte unmittelbar nach Pufferwechsel gelegt und deren Steigung, wie in Kap. 3.8.4 
beschrieben, berechnet. Diese Steigung der Regressionsgeraden entspricht indirekt der 
Menge an laktatvermittelten Protonentransport in den ersten 40 sec nach Wechsel in den 
laktatfreien Puffer. Damit stellt der Wert der Steigung einen Anhaltspunkt für die 
Transportleistung der Pansenepithelzellen für Laktat dar. Anhand dieses Wertes lassen sich 
verschieden behandelte Zellen miteinander vergleichen. In Abb. 13 sind die Steigungen der 
Regressionsgeraden der Kontrollen und der mit WY 14.643 behandelten Zellen mit den 


















Abb. 13: Anstieg des pHi der Pansenepithelzellen nach Pufferwechsel. Es sind die 
Steigungen der Regressionsgeraden der Kontrolle und der mit WY 14.643 (WY 100 µM) 
behandelten Zellen dargestellt und die dazugehörigen Proben, die mit 600 µM pHMB 
versetzt worden sind. Die Balken entsprechen MW + SEM von N=10 Tieren und n=20 
Proben. Signifikante Unterschiede sind mit * (p<0,05) und *** (p<0,001) gekennzeichnet. Die 
Analyse erfolgte mittels gepaartem Student’s t-Test. 
 
Beim Vergleich der Protonentransportleistung der MCT muss beachtet werden, dass neben 
den MCT auch andere Transportprozesse am Protonentransport beteiligt sein könnten. Um 
die Steigungen der Regressionsgeraden des pHi von Zellen unter Kontrollbedingungen und 
WY 14.643 behandelten Zellen vergleichen zu können, wurde der Anteil an der Steigung 
abgezogen, der von anderen Transportprozessen verursacht wurde. Dazu wurde die 
Steigung der Regressionsgeraden, die trotz Hemmstoffgabe noch auftrat (Steigung mit 
Hemmstoff) von der Steigung der Regressionsgeraden, die ohne Hemmstoffgabe auftrat 
(Steigung ohne Hemmstoff), abgezogen: 
 
Resultierende Steigung (RS) = Steigung ohne Hemmstoff – Steigung mit Hemmstoff 
 
Geht man davon aus, dass MCT1 und MCT4 pHMB-sensitiv sind, repräsentiert der 
resultierende Wert somit den Laktatausstrom, der ausschließlich über MCT1 und MCT4 
protonengekoppelt transportiert wurde (Abb. 14). Damit ließ sich anhand des RS-Wertes die 
gemeinsame Transportleistung beider MCT bestimmen, allerdings konnte keine 
Differenzierung zwischen MCT1 und MCT4 gemacht werden. Der RS-Wert, der für die pHi-
Werte der mit WY 14.643 behandelten Zellen (0.0043 ± 0.00061 pH-Einheiten/s) berechnet 
wurde, war gegenüber dem RS-Wert der Kontrolle (0.0026 ± 0.00069 pH-Einheiten/s) 
erhöht, was als Anstieg des MCT-vermittelten protonengekoppelten Laktattransportes nach 
Behandlung mit 100 µM WY 14.643 interpretiert werden könnte. Diese tendenzielle 
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Erhöhung des RS-Wertes war allerdings auf Grund der starken Varianzen innerhalb der 
Proben statistisch nicht absicherbar (p=0,076; gepaarter Student’s t-Test). Damit kann man 
nur von einem tendenziellen Anstieg der Transportleistung durch die WY 14.643 
Behandlung ausgehen. 
                         
























Abb. 14: Resultierende Steigungen (RS) von Zellen unter Kontrollbedingungen (mit dem 
Lösungsmittel DMSO versetzt) und Zellen, die mit 100 µM WY 14.643 (WY 100) behandelt 
wurden. Die Balken entsprechen MW ± SEM von N=10 Tieren und n=20 Proben. Der 
gepaarte Student’s t-Test ergab keinen signifikanten Unterschied (p=0,076).  
 
Um die Behandlungen objektiv miteinander vergleichen zu können, muss die Pufferkapazität 
der Zellen trotz verschiedener Wirkstoffgaben übereinstimmen. Wie in Kap. 3.8.5 
beschrieben, wurde die Pufferkapazität der Pansenepithelzellen unter Kontrollbedingungen 
und die Pufferkapazität der mit 100 µM WY 14.643 behandelten Zellen bestimmt. Mit Hilfe 
eines Stimulus durch die Permeation von NH3 kam es zu Änderungen des pHi, aus dessen 
Verlauf die Pufferkapazität der Zellen errechnet werden konnte. Ein typischer pHi-Verlauf 






























Abb. 15: Beispielhafter pHi-Verlauf der Pansenepithelzellen bei verschiedenen 
Konzentrationen von NH4Cl im Puffer. Die Pansenepithelzellen wurden sinkenden 
Konzentrationen von NH4Cl ausgesetzt (siehe Leiste unter der x-Achse, Angaben in mM), 
während der pHi mittels Spektrofluorometrie aufgezeichnet wurde. Der Kurvenverlauf ist 
exemplarisch für die Messung eines zellbewachsenen Coverslip aus der Primärzellkultur 
eines Tieres.   
 
Aus dem Abfall des pHi nach einem Wechsel des Ammoniumpuffers ließen sich die 
Pufferkapazitäten bei verschiedenen pH-Werten errechnen, welche ein Gesamtbild der 
Pufferkapazität der Pansenepithelzelle abbilden (Abb.16). Es besteht eine umgekehrte 
Abhängigkeit der Pufferkapazität βi von dem pHi, wie es auch bereits in anderen Studien 
beschrieben wurde (DO et al. 1996; BENJELLOUN et al. 2005).  Die βi der mit WY 14.643 
behandelten Zellen waren signifikant linear abhängig vom pHi, wie schon bei DO et al. 
(1996) bei Kardiomyozyten dargestellt. Es ergab sich eine Abhängigkeit von βi = -9,69γ • pHi 
+ 80,68. Die Pufferkapazität der unter Kontrollbedingungen gewachsenen Zellen zeigte 
allerdings keine signifikante lineare Abhängigkeit vom pHi. Würde man diese in gleicher 
Weise wie bei den WY 14.643 behandelten Zellen annehmen, so würde sich eine 
Abhängigkeit von βi = -5,94 • pHi + 55,96 ergeben. Damit wäre die Pufferkapazität der Zellen 
unter Kontrollbedingungen nur geringfügig höher als die der WY 14.643 behandelten Zellen 
bei ihren individuell verschiedenen pHi -Werten am Beginn der Messung. Demzufolge kann 
für die Ergebnisse der intrazellulären pH-Wert-Messung eine ungefähr gleiche 
Pufferkapazität für die Pansenepithelzellen unter Kontrollbedingungen und unter WY 14.643 





Abb. 16: Intrazelluläre Pufferkapazität βi als eine Funktion des pHi. Es erfolgte eine Poolung 
der βi Ergebnisse aller 0,1 pH-Wert Einheiten. Für einige pH-Bereiche gab es nur einen 
Wert, alle anderen Punkte entsprechen n=2-11 Werte/0,1 pH-Einheit. Für die Werte der mit 
100 µM WY 14.643 behandelten Zellen ließ sich eine lineare Korrelation errechnen, welche 
als Regressionsgerade in der Abbildung dargestellt ist. Für die Werte der Zellen unter 
Kontrollbedingungen gab es keine lineare Korrelation. Die Symbole entsprechen MW ± SEM 
in vertikaler und horizontaler Richtung von N=5 Tieren und n=27 zellbewachsenen 
Coverslips.   
 
4.4 Western Blot 
 
Wie im Kap. 4.3 beschrieben, zeigte sich nach Behandlung mit 100 µM WY 14.643 ein 
tendenzieller Anstieg des laktatvermittelten Protonenausstroms über die MCT. Bei der 
Analyse der mRNA Expression beider MCT war allerdings ein signifikanter Anstieg der 
mRNA Expression des MCT1 um 31% durch die Behandlung mit 100 µM WY 14.643 
detektierbar. Diese Diskrepanz zwischen mRNA-Anstieg und geringer funktioneller 
Konsequenz könnte verschiedene Ursachen haben. Eine Möglichkeit ist, dass der Anstieg 
auf mRNA-Ebene nicht im gleichen Umfang in einem Anstieg der Proteinmenge resultiert. 
Für die Bestimmung der Proteinmenge von MCT1 und MCT4 wurde die Western Blot 
Methode benutzt. Um einen Vergleich zu ermöglichen, kam es zum Einsatz von kultivierten 
Pansenepithelzellen, die entweder mit dem Lösungsmittel DMSO (Kontrolle) oder mit 100 
µM WY 14.643 behandelt wurden.  
Sowohl MCT1 als auch MCT4 konnten auf Proteinebene in den kultivierten 
Pansenepithelzellen nachgewiesen werden (Abb. 17). Dabei wurden mit der angewandten 
Western Blot Methodik die Proteine in der Membran und im Zellplasma gemeinsam als 
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Gesamtprotein der Zelle bestimmt. Die Färbung des Blots mit dem Anti-MCT1 Antikörper 
ergab in den Pansenepithelzellen eine einzelne Bande bei ~55 kDa. Bei ähnlichen 
Untersuchungen zur Detektion des MCT1 im intakten Pansenepithel wurden zwei Banden 
bei 55 kDa und bei 47 kDa gefärbt (KOHO et al. 2005; KIRAT et al. 2006a; DENGLER et al. 
2014). In unseren Untersuchungen an kultivierten Pansenepithelzellen war die Proteinbande 
bei 47 kDa nicht detektierbar. Die Färbung des Blots mit dem Anti-MCT4 Antikörper ergab 
eine einzelne Bande bei ~43 kDa. Färbungen am intakten Pansenepithel wiesen dagegen 
eine MCT4 Bande mit der Proteingröße von ~54 kDa (DENGLER et al. 2014) bis ~55 kDa 
(Abb.17) nach. Die Größe des MCT4 Proteins von ~43 kDa ist bereits bei humanen 
Skelettmuskelzellen beschrieben (THOMAS et al. 2005) und scheint eine Besonderheit bei 
kultivierten Zellen darzustellen. Auffallend war, dass bei den Untersuchungen zur Detektion 
des MCT4 die Menge des eingesetzten Gesamtproteins zwischen Zellkultur und intaktem 
Gewebe sehr differierte. In den Gewebeproben wurden lediglich 10 µg Gesamtprotein 
eingesetzt, wobei in den kultivierten Pansenepithelzellen 20 µg Gesamtprotein eingesetzt 





Abb. 17: Ein repräsentativer Immunoblot 
von MCT1 und MCT4 bei Kontrollzellen 
(mit dem Lösungsmittel DMSO behandelt) 
und mit 100 µM WY 14.643 (WY 100) 
behandelte Zellen. In den kultivierten 
Pansenepithelzellen liegt die MCT1 Bande 
bei ungefähr 55 kDa und die MCT4 Bande 








Abb. 18: Nachweis von MCT4 in Leber, 
Pansenzotte und Skelettmuskulatur des 
Schafes mittels Western Blot. Die MCT4 



































Die Auswertung der Bandenintensität ergab, dass weder die Proteinmenge von MCT1 noch 
von MCT4 durch eine 48-stündige Behandlung mit 100 µM WY 14.643 signifikant geändert 




Abb. 19: Western Blot Analyse der Proteine 
MCT1 und MCT4 in Pansenepithelzellen. 
Die Intensität der Banden wurde gemessen 
und normalisiert auf die Intensität der 
Ponceau S Färbung, welche den 
Gesamtproteingehalt darstellt. Die Balken 
entsprechen MW ± SEM von N=6 Tieren 
und n=18 Proben. Kontrolle und 100 µM 
WY 14.643 (WY 100) wurden mittels 




































































Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, die regulativen Einflüsse von PPARα auf MCT1 & 4 im 
Pansen zu untersuchen. Um Regulationswege isoliert auf Zellebene zu analysieren, wurde 
eine primäre Pansenepithelzellkultur verwendet, welche sich als geeignet für 
Untersuchungen auf mRNA- und Proteinebene herausstellte. Mittels Agonisten- und 
Antagonistenversuche konnten erstmals Erkenntnisse zur Bedeutung von PPARα für die 
Regulation von MCT1 & 4 und die Konsequenzen für deren Transportleistung im Pansen 
gewonnen werden. 
 
5.1 Primärkultivierte Pansenepithelzellen als Instrument zur gezielten  
      Untersuchung von Regulationsmechanismen und Signalwegen 
 
Der Einsatz von Zellkulturmodellen zur Untersuchung von Regulationsmechanismen und 
Signalwegen hat den Vorteil, dass sekundäre Faktoren, die im Tiermodell auf den zu 
betrachtenden Zellverband einwirken, ausgeschlossen werden und die Wirkung einzelner 
Stoffe isoliert betrachtet werden kann. Dabei haben primärkultivierte Zellen gegenüber 
Zelllinien den Vorteil, die ursprünglichen Eigenschaften des Gewebes beizubehalten, 
wohingegen man bei Zelllinien Veränderungen auf Grund der verlängerten Lebensspanne 
und erhöhten Teilungsfähigkeit in Kauf nehmen muss (BAGULEY und MARSHALL 2004). 
Die Mehrschichtigkeit der Pansenwand stellt eine besondere Herausforderung bei der 
Isolierung der Zellen dar. Mittels fraktionierter Trypsinisierung wurden die teilungsfähigen 
Zellen der basalen Zellschichten isoliert und eine Verunreinigung durch mesenchymale 
Zellen zurückgedrängt. Allerdings ließen sich Schwankungen in der Zellzahl und im Anteil 
der mesenchymalen Zellen durch interindividuelle Unterschiede in der Morphologie und dem 
Verhornungsgrad der Pansenzotten nicht ausschließen. Um trotz interindividueller 
Unterschiede eine homogene Zellzahl und -morphologie zu erhalten, wurden die Zellen, wie 
bereits bei MÜLLER et al. (2002) beschrieben, subkultiviert (Kap. 3.3). Eine einheitliche 
Zellzahl ist notwendig, um eine korrekte Quantifizierung der mRNA mittels qPCR und der 
Proteinmenge mittels Western Blot zu gewährleisten. Allerdings erhöht sich mit einer 
Subkultivierung die Wahrscheinlichkeit, dass die epithelialen Zellen durch mesenchymale 
Zellen verdrängt werden. Anhand immunzytochemischer Färbungen mit Antikörpern gegen 
Vimentin und Zytokeratin wurde eine Vorauswahl der geeigneten subkultivierten 
Primärkulturen mit einem Anteil an mesenchymalen Zellen unter 20% getroffen (Kap. 4.1.1). 
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Der kultivierte Zellverband besaß damit überwiegend epitheliale Eigenschaften. 
Untersuchungen von MÜLLER et al. (2000) und BILK (2007), die eine vergleichbare 
Kultivierungsmethode nutzten, lieferten ähnliche Ergebnisse zu dem überwiegend 
epithelialen Ursprung der kultivierten Zellen.  
Die ausgewählten Primärkulturen eigneten sich auf Grund ihres überwiegend epithelialen 
Charakters damit gut, um aus den Ergebnissen der qPCR und des Western Blots 
Rückschlüsse auf Signal- und Regulationswege im Pansenepithel zu ziehen. 
Nichtsdestotrotz könnte auch ein geringer Anteil von Fibrozyten/-blasten einen Einfluss auf 
die Ergebnisse haben, wenn deren MCT Expression oder Aktivität die der Epithelzellen weit 
überschritten hätte. Das konnte in unseren Versuchen allerdings nicht miteinander 
verglichen werden, da die Pansenepithelzellkultur immer auch einen geringen Anteil 
mesenchymaler Zellen enthielt, deren Aktivität nicht getrennt von den epithelialen Zellen 
bestimmt werden konnte. Die primärkultivierten Zellen müssen neben den überwiegend 
epithelialen Ursprung auch die zu untersuchenden Proteine und regulatorischen Elemente 
exprimieren. Nach Isolierung und Kultivierung der Pansenepithelzellen wurden diese 
deshalb auf die Expression von MCT1, MCT4, PPARα und RXR überprüft. 
 
5.2 MCT1 & MCT4 in kultivierten Pansenepithelzellen 
 
Immunzytochemisch wurde der MCT1 bereits von MÜLLER et al. (2002) in kultivierten 
Pansenepithelzellen nachgewiesen. In der vorliegenden Arbeit erfolgte zusätzlich auch eine 
Untersuchung der genauen Lokalisation des MCT1 in den Pansenepithelzellen. Bei fast 
allen untersuchten Zellen war MCT1 intrazellulär lokalisiert. Auffallend war, dass es bei 
einem großen Teil der Zellen intrazellulär sogar zu einer perinukleären Akkumulierung des 
MCT1 kam (Abb. 4 und 5). Vergleicht man die Ergebnisse in der Pansenepithelzellkultur mit 
Studien am intakten Pansenepithel, so ist der MCT1 im Epithel nur zu einem geringen Anteil 
zytoplasmatisch im Stratum spinosum und granulosum zu finden (GRAHAM et al. 2007). In 
den Arbeiten von MÜLLER et al. (2002) konnte der MCT1 in keiner Schicht des 
Pansenepithels intrazellulär detektiert werden. Eine perinukleäre Akkumulierung des MCT1, 
wie wir sie in den Zellen gefunden haben, ist am Pansenepithel in keiner Studie 
beschrieben. Die intrazelluläre Lokalisation des MCT1 scheint demnach, eine Besonderheit 
der kultivierten Pansenepithelzellen zu sein. Auf Grund der intrazellulären Lokalisation 
könnte der MCT1 in den kultivierten Pansenepithelzellen auch andere Aufgaben als im 
intakten Epithel haben, wie z.B. Abpufferung von Schwankungen im zytosolischen pH-Wert 
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durch Verschiebung von Protonen in Zellorganellen oder auch ein Transport von Laktat in 
die Mitochondrien, wie es in der Skelettmuskulatur vermutet wird (BENTON et al. 2004; 
HASHIMOTO et al. 2006).  
KIRAT et al. (2007) und GRAHAM et al. (2007) beschrieben erstmals das Vorkommen von 
MCT4 im Pansenepithel. Bislang gab es aber noch keine Untersuchungen zum MCT4 in  
kultivierten Pansenepithelzellen. Es konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass 
auch der MCT4 in den kultivierten Pansenepithelzellen exprimiert wird. Bei fast allen Zellen 
war eine intrazelluläre Lokalisation des MCT4 nachweisbar, ähnlich dem MCT1. Auch kam 
es bei einem Teil der kultivierten Pansenepithelzellen zu einer perinukleären Akkumulierung 
des intrazellulären MCT4, allerdings in einem geringeren Umfang als beim MCT1 (Abb. 4 
und 5). Daten aus der Literatur weisen auf eine intrazelluläre Lokalisation des MCT4 nicht 
nur in den kultivierten Zellen, sondern auch im intakten Pansenepithel hin. Im Epithel kommt 
der MCT4 offensichtlich in verschiedenen Schichten des Epithels intrazellulär vor (GRAHAM 
et al. 2007; KIRAT et al. 2007). Das spricht für eine gute Vergleichbarkeit der Funktion des 
MCT4 in der Pansenepithelzellkultur mit der Situation im intakten Pansenepithel.  
Beide MCT-Isoformen zeigten in der Zellkultur aber eine perinukleäre Akkumulierung, die 
beim intakten Pansenepithel nicht beschrieben ist. Dies weist auf ein verändertes 
Expressionsmuster oder Verteilungsmuster der MCT unter Kulturbedingungen hin. Möglich 
wäre, dass die perinukleäre Akkumulierung des Proteins eine Speicherform der MCT 
Proteine im endoplasmatischen Retikulum darstellt. KIRK et al. (2000) beschrieben nach 
einer Überexpression des MCT1 und MCT4 eine Speicherung beider Proteine im 
endoplasmatischen Retikulum. Auch in den kultivierten Pansenepithelzellen könnte es auf 
Grund veränderter Expressionsmuster zu einer Überproduktion von MCT1 und MCT4 mit 
einer entsprechenden Speicherung des synthetisierten Proteins gekommen sein. Falls dies 
der Fall war, stellt sich die Frage, ob unter den gegebenen Bedingungen tatsächlich 
regulative Einflüsse eingegrenzt werden können. Sämtliche nachfolgende Aussagen gehen 
darum nicht von einer Überexpression der MCT aus, sondern von einem veränderten 
Verteilungsmuster unter Kulturbedingungen. Bereits KIRAT et al. (2007) diskutierten die 
Rolle des intrazellulären MCT4 im mitochondrialen Laktattransport und damit seine Funktion 
als intrazellulärer Laktat-Shuttle auch im intakten Pansenepithel. Die Beteiligung jeglicher 
MCT am mitochondrialen Transfer von Laktat oder Ketonkörpern wird allerdings von 
HALESTRAP (2013) ausgeschlossen. 
Die subkultivierten Zellen exprimierten aber nicht nur intrazellulär MCT, sondern auch in der 
Membran. Bei über 50% der Zellen war einer der beiden oder waren beide MCT in der 
Membran lokalisiert (Abb. 5, Übersicht 1). Bei den Zellen, die MCT in der Membran 
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exprimierten, lagen bei circa der Hälfte der Zellen sogar MCT1 und MCT4 kolokalisiert in der 
Membran vor. In den restlichen Zellen war jeweils nur eine der beiden Isoformen in der 
Membran lokalisiert. Die Membranlokalisation von MCT1 & 4 ist auch im intakten 
Pansenepithel zu finden. Im Pansenepithel ist der MCT1 fast ausschließlich in der 
blutseitigen Membran der Zellen des Stratum basale lokalisiert (MÜLLER et al. 2002; 
GRAHAM et al. 2007). MCT4 wurde im intakten Epithel vorwiegend in der Membran des 
Stratum granulosum und corneum nachgewiesen (KIRAT et al. 2007). Beide MCT sind 
demnach auch im intakten Epithel in der Membran zu finden, allerdings in verschiedenen 
Zellschichten. In der Pansenepithelzellkultur lag dagegen bei knapp der Hälfte der Zellen 
eine Kolokalisation beider Isoformen in der gleichen Zelle vor. Die Zellen in Kultur haben 
also nicht nur Eigenschaften einer Zellschicht des Pansenepithels, sondern Merkmale 
verschieden differenzierter Zellschichten. Unter den Kultivierungsbedingungen, wie wir sie 
erzeugten, bildeten sich somit Pansenepithelzellen heraus, deren Eigenschaften zumindest 
im Hinblick auf die untersuchten Transporter nicht einer bestimmten Zellschicht des 
Pansenepithels zuzuordnen wären.  
 
5.3 Überprüfung der PPARα Aktivierung mittels Zielgenen 
 
Für die Untersuchungen zu regulativen Einflüssen auf die Genexpression der MCT reichte 
der Nachweis ihrer Expression allein nicht aus, auch die beiden regulatorischen Elemente 
PPARα und RXR wurden mittels PCR nachgewiesen (Abb. 6). Deren Vorhandensein konnte 
sowohl in den kultivierten Pansenepithelzellen als auch im intakten Epithel bestätigt werden. 
Der Nachweis auf mRNA-Ebene sagt aber nichts über die Aktivität des PPARα in den 
Pansenepithelzellen aus. PPARα unterliegt einer Aktivierung, die mit einer Dimerisierung mit 
RXR einhergeht und zu einer gesteigerten Transkription der gewünschten Gene führt 
(KLIEWER et al. 1992). Das heißt, PPARα selbst wird kaum auf mRNA-Ebene reguliert. Nur 
in bestimmten Extrembelastungen des Metabolismus, wie z.B. bei der Laktation, kann es 
auch zu einer verstärkten PPARα mRNA Expression kommen (SCHLEGEL et al. 2012). In 
der Regel bedient man sich daher bestimmter Zielgene, deren mRNA bei einer PPARα 
Aktivierung entweder verstärkt oder vermindert exprimiert wird (MANDARD et al. 2004). 
Daraus können dann Rückschlüsse auf die Aktivierung von PPARα durch ein bestimmtes 
Substrat gezogen werden. MANDARD et al. (2004) beschrieben in ihrer Arbeit zahlreiche 
Zielgene des PPARα. Allerdings wurden diese überwiegend an Nagern untersucht und nicht 
für das Schaf oder Pansenepithelzellen etabliert. Im Zuge dieser Arbeit wurden die Zielgene 
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ACO, CPT1A und CACT in der Pansenepithelzellkultur und im intakten Pansenepithel 
nachgewiesen. Diese drei Zielgene wurden ausgewählt, weil sie eine PPRE Sequenz in der 
Promotorregion besitzen, die eine Regulation durch PPARα sicherstellen (KASSAM et al. 
2001; MANDARD et al. 2004; GUTGESELL et al. 2009; SCHLEGEL et al. 2012). 
Nichtsdestotrotz heben MANDARD et al. (2004) in ihrer Studie hervor, dass es 
speziesspezifische Unterschiede in der Regulation der PPARα Zielgene gibt und die 
ausgewählten Zielgene zuerst auf das Ansprechen auf eine PPARα Stimulation überprüft 
werden müssen.  
In der vorliegenden Arbeit zeigte sich ein signifikanter Anstieg der ACO Expression unter 
Behandlung mit dem PPARα Agonisten (Abb. 8). Zusätzlich zum Ansprechen auf eine 
Behandlung mit einem PPARα Agonisten haben wir die Zielgene der stimulierten Zellen 
auch mit einem PPARα Antagonisten behandelt, denn nur so kann zweifelsfrei der 
Nachweis erbracht werden, dass es sich um ein Zielgen des PPARα in ovinen 
Pansenepithelzellen handelt. So zeigte sich bei der ACO, dass der signifikante 
Expressionsanstieg durch den PPARα Agonisten nicht durch den entsprechenden 
Antagonisten hemmbar war (Abb. 9). Die Expressionssteigerung der ACO um das 1,3fache 
ist gering im Vergleich mit Daten aus der Literatur, bei denen die Zielgene eine Steigerung 
um das 2-3fache zeigen (KÖNIG et al. 2008; SCHLEGEL et al. 2012). Die beiden anderen 
Zielgene CPT1A und CACT zeigten hingegen unter Behandlung mit dem PPARα Agonisten 
einen Anstieg um das 2-4fache gegenüber der Kontrolle (Abb. 8). 
Bestätigt werden konnte die Eignung der beiden Zielgene in den kultivierten 
Pansenepithelzellen durch den Einsatz des PPARá Antagonisten, welcher die durch WY 
14.643 verursachte Expressionssteigerung signifikant hemmen konnte (Abb. 9). Daraus 
kann geschlussfolgert werden, dass CPT1A und CACT Zielgene des PPARα im 
Pansenepithel sind und sich dazu eignen, Rückschlüsse auf dessen Aktivität zu ziehen. 
ACO scheint in den Pansenepithelzellen dagegen kein direktes Zielgen des PPARα zu sein 
und eignet sich weniger zur Überprüfung einer PPARα Aktivierung in den 
Pansenepithelzellen. Aus den gewonnenen Daten ergab sich aber die Schlussfolgerung, 
dass es in unserem Versuchsansatz zu einer ausreichenden Aktivierung des PPARα durch 







5.4 Regulation der MCT1 mRNA Expression über PPARα 
 
Der MCT1 hat im Pansen die wichtige Funktion der Ausschleusung der SCFA und/oder 
deren Metabolite aus dem Epithel in das Blut (DENGLER et al. 2013). Je nach 
Fütterungsregime fallen unterschiedliche Mengen an SCFA und damit an zu 
transportierenden Substraten des MCT1 an. Der Transport von SCFA und/oder deren 
Metaboliten muss sich an ändernde Substratangebote anpassen können, um einen 
optimalen Abtransport der Stoffe aus dem Epithel zu gewährleisten. Eine Möglichkeit ist die 
Änderung der MCT1 Proteinmenge in der Membran über Modifikationen in der 
Proteinsynthese, welche die Folge einer gesteigerten oder verminderten mRNA Expression 
ist.  
Änderungen in der Expression der mRNA werden durch Regulationsmechanismen 
gesteuert, die optimal auf z.B. sich ändernde Substratmengen in der Umgebung der Zelle 
reagieren können. Der Regulationsweg, der die mRNA Expression des MCT1 steuert, sollte 
anhand der vorliegenden Untersuchungen an kultivierten Pansenepithelzellen näher 
beleuchtet werden.  
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnten zeigen, dass der Einsatz von 100 µM des 
PPARα Agonisten WY 14.64γ zu einem signifikanten Anstieg um das 1,γ bis 1,4fache der 
MCT1 Expression in der Pansenepithelzellkultur führte (Abb. 7). Studien, die WY 14.643 bei 
Ratten oder FAO Zellen (ursprünglich aus einem Ratten-Hepatom gewonnen) eingesetzt 
haben, kommen zu einem Anstieg von MCT1 um das 2 bis 3fache gegenüber der Kontrolle 
(KÖNIG et al. 2008). Diese Diskrepanz in der Stärke der MCT1 Antwort auf eine PPARα 
Stimulation könnte auf die unterschiedlichen Tierarten, die in den Versuchen genutzt 
wurden, zurückzuführen sein. Je nach Tierart und auch Gewebe scheint es Besonderheiten 
in der PPARα-MCT1 Beziehung zu geben. Verschiedene Studien belegten die deutlichen 
Unterschiede zwischen responsiven Spezies wie Nagern und wenig-responsiven Spezies 
wie Mensch und Schwein. Bei wenig-responsiven Spezies ist die Expression von PPARα 
zumindest in der Leber deutlich niedriger als bei den responsiven Spezies und damit auch 
die Antwort der entsprechenden Zielgene (HOLDEN und TUGWOOD 1999; LUCI et al. 
2007; KÖNIG et al. 2010).  
Ob Wiederkäuer zu den responsiven oder wenig-responsiven Spezies gehören ist noch 
nicht endgültig geklärt, sie scheinen aber auf eine PPARα Stimulation nicht so responsiv wie 
Nager zu reagieren (BIONAZ et al. 2012). Gegen die Einordnung des Schafes in die wenig-
responsiven Spezies spricht der starke Anstieg der PPARα Zielgene CPT1A und CACT um 
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das 2-4fache (Abb. 8), welcher vergleichbar mit Anstiegen der Zielgene bei Nagern ist 
(LEONE et al. 1999; GUTGESELL et al. 2009). Neben einer eventuell geringen 
Responsivität der Spezies Schaf könnte auch die bereits diskutierte Überexpression und 
Speicherung des MCT1 unter Kulturbedingungen eine Erklärung für den geringen 
Expressionsanstieg nach Stimulation mit WY 14.643 sein. Wenn der MCT1 bereits 
unstimuliert in den Zellen überexprimiert wird, könnte ein weiterer Stimulus die Expression 
eventuell nicht weiter oder nur in einem geringen Umfang steigern. Der signifikante Anstieg 
des MCT1 nach Behandlung mit WY 14.643 spricht aber für eine Regulation des MCT1 
auch unter den hier gegebenen Bedingungen.  
Der Einsatz von primärkultivierten Zellen könnte ein weiterer Grund für den geringen Anstieg 
der MCT1 Expression nach PPARα Stimulation verglichen mit den FAO-Zellen sein. 
Zelllinien zeigen neben Änderungen in ihren Proliferationseigenschaften häufig eine 
veränderte Responsivität gegenüber verschiedenen Substraten und auch Änderungen in 
ihrer Signaltransduktion (BAGULEY und MARSHALL 2004). Folglich könnte der Einsatz von 
WY 14.643 in Zelllinien zu anderen Ergebnissen verglichen mit dem Einsatz in 
primärkultivierten Zellen führen. Der signifikante Anstieg der MCT1 Expression in unseren 
Versuchen zeigte aber, dass auch bei Verwendung von primärkultivierten Zellen 
Regulationswege untersucht werden können. Allerdings kann über die Quantität der 
Regulation nur eine begrenzte Aussage getroffen werden, da die Expressionssteigerung 
von einer eventuellen Überexpression schon vor dem WY 14.643 Stimulus abgeschwächt 
worden sein könnte. 
Die Annahme, dass es sich um eine PPARα vermittelte Regulation handelt, konnte mittels 
PPARα Antagonist bestätigt werden. Bei einer gemeinsamen Behandlung der 
Pansenepithelzellen mit Agonist und Antagonist gelang es, die zuvor gesteigerte 
Genexpression des MCT1 fast komplett zu unterbinden (Abb. 9). Daraus kann 
geschlussfolgert werden, dass der MCT1 im Pansen einer Regulation durch PPARα 
unterliegt. Es bleibt allerdings die Frage offen, ob es sich hier um eine direkte Regulation 
handelt oder andere Signalwege durch eine PPARα Aktivierung angesprochen werden und 
letztendlich die mRNA Expression des MCT1 beeinflussen. KÖNIG et al. (2010) konnten 
keine direkte Induktion der Promotoraktivität des MCT1 durch WY 14.643 feststellen, 
welches die These einer indirekten Regulation durch PPARα unterstützen würde. Ein 
möglicher Transkriptionsfaktor, der eine Rolle spielen könnte, wäre der NF-κB. 
BORTHAKUR et al. (2008) konnten zeigen, dass Butyrat die Promotoraktivität des MCT1 
direkt beeinflusste. Die Aktivierung des MCT1 Promotors wurde durch NF-κB vermittelt, 
allerdings waren noch weitere Signalwege daran beteiligt. In einer Studie von DENGLER 
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et al. (2014) war sogar eine gemeinsame Aktivierung von NF-κB und PPARα durch Butyrat 
im Zusammenhang mit einer gesteigerten MCT1 Expression zu beobachten, welches auf 
eine Beteiligung beider Regulationsmechanismen hindeuten würde. In der vorliegenden 
Arbeit wurde das Augenmerk auf die Regulation des MCT1 über PPARα gelegt und die 
Ergebnisse zeigen, dass PPARα eine Bedeutung für die Regulation des MCT1 im 
Pansenepithel hat, indem der Transkriptionsfaktor entweder direkt oder indirekt in dessen 
Expression eingreift.  
 
5.5 Regulation der MCT4 mRNA Expression über PPARα   
 
Die Analyse der MCT1 Expression hat gezeigt, dass die mRNA Expression vom 
Transkriptionsfaktor PPARα beeinflusst wird. Unter der Annahme, dass es im Pansen wie in 
anderen Geweben (RADEMAKERS et al. 2011; CHENG et al. 2012; DENGLER et al. 2014) 
zu  einer simultanen Regulation des MCT1 und des MCT4 kommt, ist für den MCT4 
ebenfalls eine Abhängigkeit vom Transkriptionsfaktor PPARα denkbar. Der Einsatz des 
PPARα Agonisten WY 14.64γ (100 µM) resultierte in einer signifikanten Herunterregulierung 
der MCT4 mRNA (Abb. 7). Da es sich um einen spezifischen PPARα Agonisten handelt, 
deutete dieses Ergebnis auf eine Regulation auch des MCT4 über PPARα hin. Mit Hilfe 
eines spezifischen PPARα Antagonisten sollte, wie auch schon beim MCT1, der Beweis für 
die spezifische Regulation über PPARα erbracht werden. Hierfür wurden die Zellen 4 h vor 
der WY 14.64γ Behandlung (hier 50 µM) mit dem PPARα Antagonisten GW 6471 (gelöst in 
DMSO) behandelt. Die Kontrollzellen erhielten die äquivalente Menge an DMSO 4 h vor der 
WY 14.643 Behandlung. Unter diesen Versuchsbedingungen kam es zu einer 
Hochregulierung der MCT4 mRNA bei den mit 50 µM WY 14.643 behandelten Zellen in den 
Antagonistenversuchen (Abb. 9) im Gegensatz  zu einer signifikanten Herunterregulierung 
in den mit 100 µM WY 14.643 behandelten Zellen in den Agonistenversuchen (Abb. 7). 
Darüber hinaus konnte der PPARα Antagonist die Wirkung des PPARα Agonisten auf die 
mRNA Expression des MCT4 nicht blockieren. Damit scheint der Effekt des PPARα 
Agonisten nicht spezifisch zu sein. Dieses Ergebnis macht eine Regulation des MCT4 über 
PPARα trotz einer signifikanten Herunterregulierung der MCT4 mRNA bei Behandlung mit 
WY 14.643 eher unwahrscheinlich. Es scheint andere Faktoren und Regulationswege zu 
geben, die für die Regulation des MCT4 wichtiger als PPARα zu sein scheinen.  
In der Literatur wird in verschiedenen Geweben vor allem eine Regulation des MCT4 über 
HIF-1á beschrieben (ULLAH et al. 2006; BRAHIMI-HORN et al. 2011; CHENG et al. 2012; 
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ROSAFIO und PELLERIN 2014). Die Regulation des MCT4 über HIF-1α würde auch die 
Diskrepanz in den Ergebnissen der PPARα Agonisten- und Antagonistenversuche beim 
Einsatz von WY 14.643 erklären. Die Vorbehandlung der Zellen mit DMSO, welches als 
Lösungsmittel für den Antagonisten GW 6471 und in gleicher Konzentration auch in der nur 
mit 50 µM WY 14.643 behandelten Zellen eingesetzt wurde, schien der Grund für die 
abweichenden Reaktionen der MCT4 Expression auf den WY 14.643 Stimulus zu sein. Die 
geringen Mengen DMSO (0,06% Endkonzentration im Medium), die in den Versuchen 
eingesetzt wurden, führten zu keinen Effekten auf die MCT4 Expression an sich. Aber die 
Zugabe 4 h vor dem PPARα Agonisten schien einen Einfluss auf die an der MCT4 
Regulation beteiligten Wege zu haben, sodass WY 14.643 im Anschluss keine Möglichkeit 
mehr hatte, an den entsprechenden Faktoren anzugreifen und damit abweichende 
Ergebnisse von einer WY 14.643 Behandlung ohne vorherige Zugabe von DMSO zeigte. 
Welche Faktoren dies sind, konnte in unseren Versuchen nicht geklärt werden. Wenn aber 
HIF-1α eine Rolle in der MCT4 Regulation spielt, könnte dies die Erklärung für die 
Empfindlichkeit der MCT4 Expression bei Zugabe von DMSO sein. HADDAD (2002) konnte 
in seinen Versuchen zeigen, dass die Regulierung des HIF-1α sensitiv für reaktive 
Sauerstoffspezies (ROS) ist. Da es sich bei DMSO um einen Radikalfänger handelt, 
schwächt es die Entstehung von ROS ab, damit hätte DMSO einen direkten Einfluss auf 
HIF-1α. Dabei kommt es auf mRNA-Ebene allerdings nicht zu einer Änderung der HIF-1α 
Expression, sondern zu einer Destabilisierung des HIF-1α Komplexes durch eine 
Aktivierung der Prolyl-Hydroxylasen (LI et al. 2014). Wenn HIF-1α auch in den 
Pansenepithelzellen eine Rolle in der Regulation des MCT4 spielt, würde das den starken 
Einfluss des DMSO auf die MCT4 Expression trotz Zugabe eines PPARα Agonisten 
erklären. Die Ergebnisse unserer Untersuchungen könnten so gedeutet werden, dass es 
durch die Zugabe von DMSO zu einer Aktivierung des HIF-1α kam, welcher wiederum die 
MCT4 Expression beeinflusste. Die Vorbehandlung mit DMSO in den 
Antagonistenversuchen führte dann eventuell zu einer Destabilisierung und damit 
Aktivierung von HIF-1α. Die Aktivierung des HIF-1α im Zusammenhang mit einer 
nachfolgenden PPARα Stimulation könnte den Anstieg in der MCT4 Expression 
hervorgerufen haben. Damit schien die HIF-1α Aktivierung den Regulationsweg oder den 
Angriffspunkt des PPARα für die Expression des MCT4 zu blockieren. Eine alleinige PPARα 
Stimulation mit WY 14.643 hatte zwar einen Einfluss auf die MCT4 Expression, allerdings 
war dieser nicht spezifisch und der Einfluss anderer Faktoren überwog. Daraus kann 
geschlussfolgert werden, dass in den Pansenepithelzellen der PPARα nur eine 
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untergeordnete Rolle bei der MCT4 Regulation spielt. Hier sollten eher andere 
Regulationswege wie der HIF-1α in Betracht gezogen werden.  
Wenn man die Regulation von MCT1 und MCT4 im Pansen zusammenhängend betrachtet, 
ist festzustellen, dass es bei MCT1 eine Abhängigkeit von PPARα gab. Dieser 
Regulationsweg konnte mit entsprechenden Antagonisten auch blockiert werden. Ob diese 
Abhängigkeit direkt oder indirekt besteht, konnte in der vorliegenden Arbeit nicht geklärt 
werden. MCT4 zeigt dagegen keine alleinige Abhängigkeit von PPARα, vermutlich wird er in 
der Pansenepithelzelle vorrangig über andere Mechanismen reguliert. Die beiden MCT-
Isoformen werden im Pansen unabhängig voneinander reguliert, obwohl angenommen wird, 
dass sie gemeinsam an der transepithelialen Permeation der SCFA beteiligt sind (KIRAT et 
al. 2007; DENGLER et al. 2013). In anderen Geweben, vor allem unter hypoxischen 
Bedingungen, konnte in einigen Studien eine gemeinsame Regulation von MCT1 und MCT4 
nachgewiesen werden (RADEMAKERS et al. 2011; CHENG et al. 2012; DENGLER et al. 
2014). Auch chronische Muskelarbeit führte zu einem parallelen Anstieg der MCT1 und 
MCT4 Expression (THOMAS et al. 2012).  
 
5.6 Einfluss von Butyrat auf die mRNA Expression des MCT1 
 
Die Ergebnisse der Expressionsstudien mit synthetischen Agonisten und Antagonisten 
belegten eine Regulation des MCT1 über PPARα. Die Frage nach möglichen natürlichen 
Liganden des PPARα, die im Pansen für die Regulation des MCT1 zuständig sind, bleibt 
aber noch offen. Denkbar wäre hier zum einen ein Einfluss luminaler Substanzen oder auch 
ein Einfluss von Faktoren aus der Blutbahn. Eine Möglichkeit des Organismus sich optimal 
an ein variierendes Futterangebot anzupassen, wäre eine substratinduzierte Regulation des 
MCT1 durch im Pansen gebildete SCFA. Zahlreiche Studien beschäftigten sich mit den 
Effekten einer konzentratreichen Fütterung und der damit einhergehenden erhöhten SCFA-
Konzentration auf die Expression der MCT (KOHO et al. 2011; LAARMAN et al. 2012; 
SCHLAU et al. 2012; YAN et al. 2014). Betrachtet man die Wirkung der einzelnen SCFA, so 
scheint nur Butyrat, aber nicht Azetat oder Propionat einen Einfluss auf die Expression des 
MCT1 zu haben, wie in der Studie von CUFF et al. (2002) an Kolonepithelzellen gezeigt 
werden konnte. Studien am Pansenepithel kamen dagegen zu konträren Ergebnissen, was 
die Wirkung von Butyrat auf die MCT1 Expression betrifft. So konnten Untersuchungen, bei 
denen der Pansen mit einer Butyratlösung infundiert wurde, keine Expressionssteigerung 
des MCT1 nachweisen (BALDWIN et al. 2012; MALHI et al. 2013). Fütterungsversuche mit 
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einem gesteigerten Angebot an Butyrat führten in einigen Studien zu einer 
Expressionssteigerung des MCT1 (KOHO et al. 2011; LAARMAN et al. 2012; YAN et al. 
2014).  
In der vorliegenden Arbeit konnten variierende Einflussfaktoren, die bei Fütterungs- und 
Infusionsversuchen auftreten können, ausgeschaltet werden, indem allein die Wirkung des 
Butyrat auf kultivierte Pansenepithelzellen getestet wurde. Allerdings wurde in der 
vorliegenden Studie dieser Vorteil durch die zahlreichen Nebeneffekte, die eine 
Butyratapplikation in der Zellkultur aufweist, aufgehoben. In der Pansenepithelzellkultur 
wurden Kurzzeiteffekte (6 h) und Langzeiteffekte (48 h) auf die mRNA Expression des 
MCT1 untersucht. Die Ergebnisse haben gezeigt, dass sich erst nach einer 48-stündigen 
Inkubation mit einer Konzentration von 5 mM Butyrat ein Effekt auf die Expression des 
MCT1 einstellte (Abb.10). Allerdings ist dieses Ergebnis mit einer gewissen Vorsicht zu 
betrachten, da dieser lange Zeitraum der Butyratexposition einen Effekt auf die 
Zellmorphologie hatte, welches sich in den HE-Färbungen der Zellen bestätigte (Abb.11). 
Rein optisch beurteilt, sank die Zellzahl verglichen mit den unter Kontrollbedingungen 
kultivierten Zellen und es kam zu einer flächenhaften Ausbreitung der verbliebenen Zellen. 
Die morphologischen Veränderungen sind erklärbar durch den antiproliferativen Effekt des 
Butyrat, bei dem das Zellwachstum in der G1-Phase stoppt (KRUH et al. 1992; BLOTTIERE 
et al. 2003). GALFI et al. (1993) konnten bereits an einer Pansenepithelzellkultur zeigen, 
dass 5 mM Butyrat zu einem reduzierten Wachstum der Zellen und gleichzeitiger 
Ausdifferenzierung zu abgeschilferten verhornten Zellen führt, da Butyrat stark 
antiproliferativ und differenzierungsfördernd wirkt. Bestätigt werden konnte dies auch in 
unseren Untersuchungen bei der Durchführung der semiquantitativen PCR. Es zeigte sich, 
dass das Referenzgen GAPDH nach Behandlung mit 5 mM Butyrat über 48 h nicht mehr 
stabil exprimiert wurde, es also einen deutlichen Unterschied in der Expression zu der 
unbehandelten Kontrolle gab. Der Grund liegt auch hier in der Verminderung der absoluten 
Zellzahl durch Exposition der Pansenepithelzellen gegenüber Butyrat. Auf Grund der 
Instabilität des Referenzgens konnte kein objektiver Expressionsvergleich zwischen 
Kontrollen und butyratbehandelten Zellen angestellt werden. Von weiteren Untersuchungen 
mittels qPCR wurde deshalb Abstand genommen. Die Pansenepithelzellkultur scheint 
demnach nicht geeignet für die Untersuchung der butyratinduzierten 
Expressionsänderungen zu sein, da Butyrat selbst einen zu starken Einfluss auf den 
Zellzyklus hat und damit sekundäre Effekte auf die MCT1 Expression durch andere 
Regulationswege nicht ausgeschlossen werden konnten.  
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Auch am intakten Pansenepithel hat Butyrat modulierende Effekte auf das Epithel. 
Beschrieben sind Vergrößerungen der Pansenzotten (MALHI et al. 2013) und auch eine 
Stimulation der Pansenepithelzellproliferation durch Butyratexposition (SHEN et al. 2005). 
Die gegenteilige Wirkung des Butyrat auf das Pansenepithel im Vergleich zu den kultivierten 
Zellen lässt sich mit dem Butyratpardoxon, welches bei Kolonzellen beschrieben wurde, 
erklären (HAMER et al. 2008). Tumorzellen bzw. Zelllinien reagieren auf eine 
Butyratbehandlung häufig mit einer verringerten Proliferation und einer verstärkten 
Differenzierung, so wie es auch bei den kultivierten Pansenepithelzellen zu beobachten war. 
Wohingegen bei nichtentarteten Zellen der gegenteilige Effekt auftritt, wie er typischerweise 
im intakten Pansenepithel beschrieben wird.  
Abgesehen vom Butyratparadoxon kommt es außerdem im intakten Pansenepithel auf 
Grund der schnellen Metabolisierung des Butyrats zu einem rapiden Abfall der 
intrazellulären Butyratmengen und damit zum Schutz der Zelle vor negativen Effekten 
(GÄBEL et al. 2001). Eine gesteigerte MCT1 Expression und damit ein schnelles 
Ausschleusen des Butyrat oder dessen Metabolite in das Blut würde zusätzlich zum Schutz 
der Pansenzelle beitragen. Weitere Untersuchungen zu Effekten von Butyrat auf die 
Expression der MCT sollten auf Grund der Veränderungen in der Zellkultur vorrangig am 
intakten Epithel stattfinden.  
Nachfolgend wurde daher in unserer Arbeitsgruppe die Ussing-Kammer-Methodik für eine 
Butyratinkubation am Pansenepithel verwendet (DENGLER et al. 2014). Das intakte 
Pansenepithel konnte dabei mit 50 mM Butyrat über 6 h in der Ussingkammer und in der 
Gewebekultur über einen Zeitraum von 48 h inkubiert werden. Es zeigte sich sowohl für den 
MCT1 als auch für den MCT4 ein signifikanter Anstieg der mRNA Expression und in der 
Gewebekultur ein signifikanter Anstieg der Proteinexpression beider MCT. Die 
Referenzgene und –proteine waren dabei stabil geblieben. Das intakte Pansenepithel 
schien besser in der Lage zu sein, eine Anflutung großer Mengen Butyrat zu 
verstoffwechseln und einen entsprechenden Transport des Butyrat und dessen Metaboliten 
zu stimulieren, indem die mRNA und Proteinexpression der MCT anstieg. Darüber hinaus 
gab es in der Studie von DENGLER et al. (2014) dank Verwendung spezifischer Zielgene 
erste Hinweise auf mögliche Regulationsmechanismen für die butyratinduzierte 
Expressionssteigerung der MCT. Es konnte gezeigt werden, dass es auch unter 
Butyratexposition zu einer PPARα Aktivierung kommt. Dies bestätigen die Ergebnisse der 
vorliegenden Arbeit und lässt die Schlussfolgerung zu, dass es auch durch natürliche 
Substanzen zu einer PPARα-vermittelten MCT1 Regulation kommen kann. In der Arbeit von 
DENGLER et al. (2014) konnte eine Aktivierung weiterer Faktoren wie NF-κB und HIF-1α 
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durch Butyrat nachgewiesen werden, die eine Rolle in der Regulation der MCT über Butyrat 
spielen könnten. Die Regulation des MCT1 über NF-κB konnte in den Studien von CUFF 
und SHIRAZI-BEECHEY (2002) und BORTHAKUR et al. (2008) nachgewiesen werden, 
indem sie zeigten, dass Butyrat direkt im MCT1 Promotorbereich angreift und NF-κB-
vermittelt reguliert.  
Die Regulation der MCT über Butyrat scheint also nicht nur von einem Transkriptionsfaktor 
abzuhängen, sondern zahlreiche Regulationsmechanismen der Zelle einzubeziehen. 
Darüber hinaus ist Butyrat nicht das einzige Substrat, welches in die Modulation der MCT1 
Expression eingreift. Auch systemische Faktoren, die wahrscheinlich über die Blutbahn in 
das Epithel gelangen, sind beteiligt, wie in der Studie von PFANNKUCHE et al. (2013) 
gezeigt werden konnte. In dieser Studie kam es postnatal im Pansenepithel von Kälbern 
trotz vollständiger Abwesenheit von SCFA zu einem Anstieg der MCT1 Proteinmenge und 
zu einer Verlagerung des MCT1 von der lumenorientierten in die blutorientierte Membran 
des Epithels durch bisher noch unbekannte Faktoren. 
  
5.7 Einfluss der MCT auf den pHi 
 
Die Transportcharakteristika der MCT wurden in der vorliegenden Arbeit genutzt, um 
Auswirkungen einer PPARα Stimulation auf die pHi-Regulation der Pansenepithelzellen zu 
untersuchen. Durch eine 45-minütige Inkubation der Zellen mit laktathaltigem Puffer wurde 
Laktat entlang des Konzentrationsgradienten MCT-vermittelt in die Zelle aufgenommen 
(MÜLLER et al. 2002). Bei einem Wechsel der laktatbeladenen Zellen in laktatfreie 
Pufferlösung strömte Laktat im Symport mit Protonen entlang des Konzentrationsgradienten 
aus der Zelle aus, es kam zu einem pHi-Anstieg (Abb. 12). pH-regulative Mechanismen der 
Zelle sorgten dafür, dass trotz des Protonenausstroms der pHi im physiologischen Bereich 
blieb. Da ein bikarbonatfreier Puffer verwendet wurde, ist der pHi-Anstieg rein durch den 
laktatgekoppelten Protonenausstrom zu erklären. MÜLLER et al. (2002) konnten bereits 
zeigen, dass dieser Ausstrom zum Teil über MCT erfolgen kann, deren 
Transportcharakteristika als protonengekoppelter Monocarboxylattransport beschrieben 
wurde (HALESTRAP und MEREDITH 2004). In der Arbeit von MÜLLER et al. (2002) wurde 
noch davon ausgegangen, dass der pHMB-sensitive laktatgekoppelte Protonenausstrom 
nur über den MCT1 erfolgte, da pHMB bis dahin als spezifischer Hemmstoff des MCT1 
bekannt war. MÜLLER et al. (2002) hatten außerdem nur MCT1, nicht aber MCT4 in den 
Pansenepithelzellen nachgewiesen. Erst WILSON et al. (2005) konnten zeigen, dass 
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sowohl MCT1 als auch MCT4 durch pHMB hemmbar sind. Im Rahmen der vorliegenden 
Arbeit konnte erstmals immunzytochemisch MCT4 in den kultivierten Pansenepithelzellen 
nachgewiesen werden. Es wäre also möglich, dass der pHMB-sensitive Teil des 
laktatgekoppelten Protonenausstroms in den kultivierten Pansenepithelzellen gemeinsam 
durch MCT1 und MCT4 vermittelt wird und nicht wie bislang angenommen nur durch den 
MCT1.  
Mittels Hemmung der MCT durch pHMB konnte in unserer Studie gezeigt werden, dass der 
Protonentransport schon unter Kontrollbedingungen zu einem großen Teil über MCT 
abläuft. Über 60% der Protonen wurden unter Kontrollbedingungen nur über MCT 
transportiert (Abb. 13). Bei den mit WY 14.643 stimulierten Zellen steigt der Anteil sogar auf 
über 80%. Allerdings war dieser Unterschied des MCT-vermittelten Anteils des 
Protonenexportes zwischen Kontrolle und WY 14.643 behandelten Zellen statistisch nicht 
absicherbar (p=0,086; gepaarter Student´s t-Test). Die beiden MCT-Isoformen scheinen 
bereits unter Kontrollbedingungen auf einem hohen Niveau zu arbeiten und für einen 
Großteil des laktatgekoppelten Protonenausstroms zuständig zu sein, sodass eine PPARα 
Stimulation den Anteil der MCT am Ausstrom eventuell nur geringgradig steigern konnte. In 
einigen Studien konnte gezeigt werden, dass es auch bikarbonatabhängige Mechanismen 
des Monocarboxylattransportes geben kann (RITZHAUPT et al. 1998; DENGLER et al. 
2013). Diese Mechanismen sind aber durch den bikarbonatfreien Versuchsansatz in dieser 
Arbeit ausgeschlossen worden. Zieht man zusätzlich einen bikarbonatabhängigen 
Monocarboxylattransporter in Betracht, könnte es möglich sein, dass ein noch höherer Anteil 
an Laktat über MCT aus der Zelle ausgeschleust wird. Das wurde in diesem 
Versuchsansatz allerdings nicht gemessen, um andere bikarbonatabhängige Transportwege 
und damit schnelle Gegenregulationen auszuschließen.  
Neben der Aufnahme und Abgabe von Protonen an den Epithelgrenzen stellt auch die 
intrazelluläre Verarbeitung dieser Protonenströme eine Herausforderung für das 
Pansenepithel dar. Das Epithel ist auf Grund seiner Rolle als Ort der transepithelialen 
Permeation von SCFA im Kotransport mit Protonen einer großen Menge Protonen 
ausgesetzt, welche von der Zelle verarbeitet werden müssen, um den pHi im 
physiologischen Bereich zu halten. Das konnte auch in unserem Versuchsansatz 
beobachtet werden. Der Anstieg des pHi nach Pufferwechsel führte zu einer schnellen 
Gegenregulation der Zelle (Abb. 12). Aus der Literatur ist bekannt, dass unter 
bikarbonatfreien Bedingungen, wie wir sie in unserem Versuchsansatz hatten, vor allem 
NHE1 und NHE3 die entscheidenden Transporter in der Zellmembran und NHE2 der 
entscheidende intrazelluläre Transporter zu sein scheinen (ETSCHMANN et al. 2006; 
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GRAHAM et al. 2007; RABBANI et al. 2011).  ETSCHMANN et al. (2006) wiesen auch auf 
die Rolle der vH+ATPase in der Regulation des Protonenhaushaltes hin. Es wäre auch 
vorstellbar, dass die intrazellulär lokalisierten MCT eine Rolle im zytosolischen pH-
Gleichgewicht spielen, indem sie Protonen in und aus Zellorganellen transportieren, um 
kurzfristig Schwankungen auszugleichen. Unsere Methodik ließ allerdings keine 
Unterscheidung im pH-Wert zwischen den Subkompartimenten einer Zelle zu, sondern 
erfasste den gesamten pHi einer Zelle. Damit konnte die Bedeutung der MCT für den 
intrazellulären Protonentransport nicht näher untersucht werden.  
Bei den primär kultivierten Pansenepithelzellen wurden in fast allen Zellen beide MCT-
Isoformen intrazellulär exprimiert (Kap. 4.1.2). Ein Teil war sogar perinukleär akkumuliert, 
was zum einen eine Speicherform im endoplasmatischen Retikulum sein könnte (KIRK et al. 
2000) oder zum anderen MCT, die in den Membranen der Mitochondrien lokalisiert und an 
einem protonengekoppelten Laktattransport beteiligt sind (KIRAT et al. 2007). Anhand der 
immunzytochemischen Bilder konnten aber keine Rückschlüsse auf die Funktion der 
intrazellulär lokalisierten MCT gezogen werden. Hinweise zu der Annahme, dass MCT auch 
intrazellulär eine Rolle für den Protonentransport spielt, findet man vor allem bei Studien an 
Skelettmuskelzellen. BENTON et al. (2004) und HASHIMOTO et al. (2006) konnten in 
Skelettmuskelzellen bereits mitochondriale MCT1 und MCT4 nachweisen, welche auf einen 
protonengekoppelten Laktattransport in die Mitochondrien hindeuten. HALESTRAP und 
WILSON (2012) dagegen schlossen die Beteiligung mitochondrialer MCT am 
Laktattransport aus. Betrachtet man die Lokalisation des MCT1 im intakten Pansenepithel, 
konnte nur in einer Studie (GRAHAM et al. 2007) eine diffuse Verteilung in den Zellen des 
Stratum spinosum nachgewiesen werden. In anderen Studien konnte ausschließlich eine 
Membranfärbung des MCT1 gefunden werden (MÜLLER et al. 2002; KIRAT et al. 2006a). 
Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass der MCT1 im intakten Epithel intrazellulär eine eher 
geringere Rolle spielt. Der MCT4 dagegen war sowohl in der Membran als auch intrazellulär 
zu finden (KIRAT et al. 2007). KIRAT et al. (2007) vermuteten auf Grund der intrazellulären 
Lokalisation eine Beteiligung des MCT4 am mitochondrialen Laktattransport. Der MCT4 









5.8 Funktionelle Konsequenzen der PPARα-induzierten mRNA Änderung 
 
Angesichts der Regulation des MCT1 durch PPARα auf mRNA-Ebene ergab sich die 
Fragestellung, ob eine PPARα Stimulation auch einen Effekt auf die Transportrate der MCT 
haben kann. Um dieser Frage auf den Grund zu gehen, wurde ein Versuchsansatz gewählt, 
mit dem indirekt die Transportrate der MCT beurteilt werden konnte, indem der 
laktatgekoppelte Protonenausstrom aus der Pansenepithelzelle gemessen und quantifiziert 
wurde (Kap. 4.3). Betrachtet man die Ergebnisse der resultierenden Anstiege, also den 
Anteil des laktatgekoppelten Protonentransportes, der ausschließlich über MCT stattfand, so 
kam es zu einer tendenziellen Erhöhung bei den PPARα stimulierten Zellen im Vergleich zu 
der Kontrolle (Abb. 14). Das Vermögen der Zellen, Laktat zu transportieren, scheint also 
unter WY 14.643 Behandlung gering anzusteigen. Der insgesamt hohe Anteil des MCT1 
und des MCT4 am laktatgekoppelten Protonentransport deutet aber darauf hin, dass die 
beiden Transporter auch unstimuliert schon einen großen Teil des Protonentransportes 
abdecken und damit eventuell nur eine geringe Steigerung durch eine erhöhte Expression 
überhaupt möglich ist.  
Eine Erklärung für den geringen Anstieg nach WY 14.643 Behandlung könnte auch die 
eventuell vorhandene Überexpression von MCT1 und/oder MCT4 schon unter 
Kontrollbedingungen sein, wie bei KIRK et al. (2000) bei einer Skelettmuskelzelllinie 
beschrieben. Da es sich bei der Pansenepithelzellkultur um subkultivierte Primärzellen und 
nicht um eine Zelllinie handelt und es außerdem zu einem signifikanten Anstieg der MCT1 
Expression unter WY 14.643 Stimulation kam, gehen wir nicht von einer Überexpression der 
MCT aus. Auf mRNA-Ebene konnten wir eine Steigerung der MCT1 Expression 
nachweisen. Ob die mRNA Expressionsänderung der MCT sich überhaupt in einer 
veränderten Proteinmenge widerspiegelt, sollte mittels Western Blot Analyse der kultivierten 
Pansenepithelzellen geklärt werden (Kap.4.4). Die Proteinexpression des MCT1 und des 
MCT4 waren nach einer 48-stündigen Behandlung mit 100 µM WY 14.643 nicht signifikant 
verändert (Abb.18). Eine Erklärung für die Widersprüchlichkeit zwischen mRNA- und 
Proteinexpression könnten der Versuchsaufbau oder  die –bedingungen bieten. Es kommt 
nach der mRNA Expression zunächst zu einer Synthese der Proteine und zu einem Einbau 
in die Membran. Dies erfolgt in der Regel zeitverzögert zur verstärkten mRNA Expression. 
Für die Messung der Änderungen auf mRNA-Ebene war 48 h nach PPARα Stimulation der 
ideale Zeitpunkt. Eventuell wäre die verstärkte Proteinsynthese aber erst zu einem späteren 
Zeitpunkt messbar gewesen und damit auch eine Änderung in der Transportrate der MCT. 
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Eine weitere Erklärung für den Unterschied zwischen den Ergebnissen der mRNA- und 
Proteinexpression der vorliegenden Arbeit könnte eine posttranskriptionale Regulierung der 
Transporter sein. Mögliche Angriffspunkte nach der verstärkten Transkription des MCT1 
wären eine verringerte Translation oder ein verstärkter Abbau des synthetisierten Proteins. 
Eine posttranskriptionale Regulierung konnte für die MCT1 Expression in Kardiomyozyten 
von Ratten nachgewiesen werden, bei denen es zu einer stark erhöhten Proteinmenge trotz 
nur geringen Anstiegen auf mRNA-Ebene kam (JOHANNSSON et al. 2001). Auch für den 
MCT4 wurde bereits eine posttranskriptionale Regulation in der Skelettmuskulatur vermutet, 
es konnte in einer Studie von BONEN et al. (2000) kein Zusammenhang zwischen der 
mRNA und dem Protein von MCT4 in verschiedenen Muskelarten festgestellt werden.  
Möglich wäre auch, dass die Hochregulierung auf mRNA-Ebene nicht ausreichend war, um 
sich auf Protein- und funktioneller Ebene widerzuspiegeln. Es konnte bei der MCT1 mRNA 
Expression eine maximale Steigerung um das 1,3fache beobachtet werden (Abb. 7), dieser 
Anstieg könnte nicht ausreichend für eine verstärkte Proteinexpression gewesen sein. Dazu 
kommt, dass die Methodik des Western Blot nicht genauso sensitiv für 
Expressionsänderungen wie die qPCR ist, es wird als ein semiquantitatives Verfahren 
betrachtet (MAHMOOD und YANG 2012). Die geringen Unterschiede in der Genexpression, 
die wir in der qPCR sehen konnten, waren somit möglicherweise nicht in der 
Bandenintensität des Western Blot detektierbar. Wenn die ausbleibende Proteinsteigerung 
lediglich ein Problem der Sensitivität des Western Blot war, hätte aber trotzdem eine 
Änderung in der Transportrate der MCT messbar sein müssen. Diese war in unserem in 
Abb. 14 gezeigten Versuchsansatz tendenziell, aber nicht signifikant, gestiegen. 
Der tendenzielle Anstieg des laktatgekoppelten Protonenstromes wäre aber auch ohne eine 
gesteigerte Proteinsynthese erklärbar, wenn es zu einem verstärkten Einbau von 
intrazellulärem Protein in die Zellmembran kam. In einer Studie von QUEIROS et al. (2012) 
ist solch ein verstärkter Einbau von MCT4 in die Membran ohne gesteigerte Proteinsynthese 
in einer Tumorzelllinie bereits beschrieben. Mit der Western Blot Methodik kann man keine 
Unterscheidung zwischen intrazellulärem und Membranprotein machen, da es sich um eine 
Gesamtproteinbestimmung der Zellen handelte. Immunzytochemisch war in den kultivierten 
Pansenepithelzellen ein großer Anteil der MCT intrazellulär und perinukleär detektierbar. 
Schon unstimuliert schienen die Zellen relativ viel MCT1 & 4 Protein zu exprimieren, ähnlich 
einer Überexpression wie bei KIRK et al. (2000) beschrieben. In Folge einer Stimulation der 
Zellen könnte es auch zu einem geringfügigen Einbau von intrazellulär gespeichertem 
Protein in die Zellmembran gekommen sein, welches zu einem tendenziell gesteigerten 
Monocarboxylattransport führen würde, ohne die Gesamtproteinmenge an MCT zu steigern. 
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Immunzytochemisch war ein verstärkter Einbau in die Zellmembran unter WY 14.643 
Behandlung aber nicht detektierbar. 
Zusammenfassend kann man sagen, dass die durch eine PPARα Stimulation veränderte 
mRNA Expression in der Pansenepithelzellkultur keine Konsequenzen auf Proteinebene 
und nur geringe Konsequenzen auf funktioneller Ebene zeigte. Die geringe funktionelle 
Konsequenz könnte an dem bereits unter unstimulierten Bedingungen hohen Expressions- 




Die vorliegende Arbeit verdeutlicht, dass MCT1 in Pansenepithelzellen über PPARα 
reguliert wird. Der Einfluss von PPARα auf den MCT4 scheint dagegen gering zu sein, es 
erfolgt damit keine gemeinsame Regulation beider MCT im Pansen über PPARα. Die 
Konsequenzen solch einer Regulation auf mRNA-Ebene waren allerdings in den kultivierten 
Pansenepithelzellen nicht nachweisbar, sowohl die Proteinexpression als auch der 
laktatabhängige Protonentransport der MCT blieben von der Behandlung mit einem PPARα 
Agonisten unbeeinflusst. Es zeigte sich aber in den funktionellen Studien, dass schon unter 
Kontrollbedingungen bis zu 60% des laktatgekoppelten Protonenausstroms MCT-vermittelt 
ist. Die MCT haben demzufolge einen großen Anteil an der pHi-Regulation der 
Pansenepithelzellen, der durch eine Stimulation nicht signifikant gesteigert werden konnte 
und demnach anscheinend bereits auf einem hohen Niveau arbeiten, zumindest unter den 
von uns gewählten Kultur- und Inkubationsbedingungen.  
Immunzytochemische Färbungen der kultivierten Zellen zeigten ein hohes Maß an 
intrazellulärer Lokalisation sowohl des MCT1 als auch des MCT4. Darüber hinaus waren in 
etwa der Hälfte der Zellen MCT in der Membran lokalisiert. Das spricht für eine signifikante 
Beteiligung der MCT am Transport von SCFA, am Transport von deren Metaboliten und am 
Transport von Protonen über die Zellmembran auch in den kultivierten Zellen. Die 
intrazelluläre Lokalisation könnte auf eine Beteiligung der MCT an intrazellulären 
Transportprozessen hinweisen und/oder eine Speicherform darstellen.  
Im Rahmen dieser Arbeit sollte auch das Potenzial von Butyrat, in die Regulation des MCT1 
einzugreifen, getestet werden, da es in den Fütterungsversuchen beim Wiederkäuer 
konträre Aussagen zu dessen Wirkung auf die Expression des MCT1 gab. Die kultivierten 
Pansenepithelzellen eigneten sich allerdings nicht für Versuche mit Butyrat, da dessen stark 
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antiproliferativer Effekt keinen Vergleich der mit Butyrat behandelten Zellen zur 
Kontrollgruppe zuließ. 
Diese Arbeit lieferte somit Erkenntnisse zur Regulation des MCT1 in den 
Pansenepithelzellen. Fraglich ist nach wie vor, welche natürlichen Stoffe in die Regulation 
eingreifen. Sind es vorherrschend Substrate aus dem Pansen oder systemische Faktoren 
aus dem Blut? Auch die Funktion und Regulation des MCT4 im Pansen ist noch ungeklärt 
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Einleitung: Monocarboxylattransporter (MCT) 1 & 4 sind in zahlreichen Geweben als 
Kotransporter für Monocarboxylate und Protonen beschrieben. Auch im Pansenepithel 
werden MCT benötigt, um kurzkettige Fettsäuren (SCFA) aus dem Pansenlumen in die 
Pansenepithelzelle aufzunehmen (MCT4) und um SCFA und deren Metabolite aus der 
Pansenepithelzelle in das Blut auszuschleusen (MCT1). Die transepitheliale Permeation 
von SCFA über die Pansenwand ist von enormer Bedeutung, da sie die wichtigste 
Energiequelle der Wiederkäuer darstellen. Die beteiligten Transportprozesse müssen 
dementsprechend einer Anpassung an variierende Mengen von SCFA unterliegen. 
Bisherige Studien bei anderen Spezies deuten auf eine Regulation des MCT1 auf mRNA-
Ebene über den Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptor α (PPARα) hin.  
Ziele der Untersuchung: Das Ziel dieser Arbeit war herauszufinden, ob MCT1 in ovinen 
Pansenepithelzellen über PPARα reguliert wird und ob auch MCT4 dieser Regulation 
unterliegt. Eine gleichzeitige Regulation beider Transporter läge nahe, da sie gemeinsam 
an der transepithelialen Permeation beteiligt sind. Die Auswirkungen solch einer 
Regulation auf die Proteinexpression und die Transportleistung der MCT sollte 
charakterisiert werden. Ebenfalls war das Potenzial der bei erhöhter Kraftfutterfütterung 
vermehrt anfallenden SCFA Butyrat auf die MCT1 Expression zu untersuchen.  
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Material & Methoden: Aus dem Vorhof von Schafen wurden Pansenepithelzellen 
gewonnen und entsprechend einer bereits etablierten Methode kultiviert. Nach einer 
Subkultivierung wurden die Zellen immunzytochemisch mit Antikörpern gegen MCT1, 
MCT4 und Na+/K+-ATPase untersucht, um deren Lokalisation in den kultivierten 
Pansenepithelzellen zu bestimmen. Weiterhin erfolgte eine Behandlung mit WY 14.643, 
einem spezifischen, synthetischen PPARα Agonisten, sowie mit GW 6471, einem 
Antagonisten des PPARα. Mittels qPCR wurden die relativen mRNA Mengen von MCT1, 
MCT4, ACO, CPT1A und CACT bestimmt und auf die Referenzgene GAPDH und Na+/K+-
ATPase normalisiert. Die Proteinexpression von MCT1 und MCT4 wurde mittels Western 
Blot bestimmt. Zur funktionellen Quantifizierung wurde der intrazelluläre pH-Wert der 
Zellen mittels Spektrofluorometrie gemessen und der laktatabhängige Protonentransport 
als Vergleichswert zwischen den Behandlungen genutzt. Um den MCT-abhängigen Teil 
des Transportes zu bestimmen, wurde ein spezifischer MCT1 & 4 Inhibitor, die p-
Hydroxymercuribenzensulfonsäure (pHMB) eingesetzt. Die Zellen wurden mit Butyrat über 
einen Zeitraum von 6 und 48 h induziert. Die Erfassung der MCT1 Expression erfolgte 
mittels semiquantitativer PCR. 
Ergebnisse: MCT1 & 4 sind sowohl in der Zellmembran als auch intrazellulär in den 
Pansenepithelzellen lokalisiert. Die mRNA Expressionsdaten konnten zeigen, dass MCT1 
und die PPARα Zielgene durch WY 14.643 hochreguliert werden konnten, wohingegen die 
MCT4 Expression keine eindeutige Antwort auf die Stimulation zeigt. Die Behandlung mit 
den Antagonisten zeigt eine Abhängigkeit der MCT1 Expression von PPARα, die MCT4 
Expression konnte dagegen nicht beeinflusst werden. Mittels pHMB gelang es, den 
laktatabhängigen Protonenexport fast vollständig zu blocken. Sowohl laktatabhängiger 
Protonenexport als auch die Proteinexpression zeigten keine Änderung durch WY 14.643 
Stimulation. Die Butyratexposition veränderte die Morphologie der Pansenepithelzellen 
und schien nicht geeignet für Untersuchungen der mRNA Expression zu sein. 
Schlussfolgerungen: Es konnte in dieser Arbeit erstmals gezeigt werden, dass MCT1 in 
Pansenepithelzellen über PPARα reguliert wird, nicht aber MCT4. PPARα scheint 
demnach einer der entscheidenden Angriffspunkte für die Regulation des SCFA 
Transportes zu sein, dessen natürliche Liganden im Pansen aber noch nicht bekannt sind. 
Damit legt diese Arbeit den Grundstein für regulative Studien am intakten Pansenepithel.  
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Introduction: Monocarboxylate transporters (MCT) 1 & 4 are cotransporters of 
monocarboxylates and protons in a variety of mammalian cell types. In the ruminal 
epithelium MCT are necessary to transport short-chain fatty acids (SCFA) from the lumen 
into the ruminal epithelial cell (MCT4) and to discharge SCFA and their metabolites from 
the cell into the blood (MCT1). Transepithelial permeation of SCFA is of great importance, 
because they are the main source of energy for ruminants. The regulation of appropriate 
transport proteins should thus be subject to the adaptation to varying SCFA amounts. 
Previous studies in other species suggested that gene expression of MCT1 is regulated by 
peroxisome proliferator-activated receptor α (PPARα), a ligand-activated nuclear receptor. 
Aims: The aim of the study was to examine if MCT1 in ruminal epithelial cells is regulated 
by PPARα and furthermore if MCT4 can be regulated by PPARα, as well. A simultaneous 
regulation seems likely, because both are acting jointly in the transepithelial transporting of 
SCFA. The implications of such a regulation on protein expression and transport capacity 
of MCT should be characterized. The effect of butyrate, a SCFA which increases under 
concentrate feeding, on MCT1 expression was determined.  
Materials & Methods: Ruminal epithelial cells of sheep were cultivated according to 
methods previously established. After subcultivation, immunocytochemistry with antibodies 
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against MCT1, MCT4 and Na+/K+-ATPase was performed to determine their localization in 
ruminal epithelial cells. For studying the influence of PPARα, WY 14.643, a synthetic and 
selective ligand of PPARα, and GW 6471, a synthetic antagonist of PPARα, were applied 
to the culture medium of the cells. After processing the specimens, the relative amount of 
mRNA of MCT1, MCT4 and the target genes ACO, CPT1A and CACT were analyzed by 
qPCR and normalized on the reference genes GAPDH and Na+/K+-ATPase. Protein 
abundance of MCT1 & 4 was measured by using the Western Blot method. Functional 
quantification was measured by the intracellular pH (pHi) of cells using spectrofluorometry 
as well as comparing the effect of WY 14.643 treatment on lactate-dependent proton 
export. To determine the MCT-dependent part of the pHi recovery, p-
hydroxymercuribenzoic acid (pHMB), a specific inhibitor of MCT1 & 4, was applied. Cells 
were also treated with butyrate for 6 h and 48 h and the mRNA abundance of MCT1 was 
analyzed by semiquantitative PCR. 
Results: Both MCT1 and MCT4 were localized in the cell membrane as well as in the 
cytoplasm of ruminal epithelial cells. By qPCR it could be demonstrated that the mRNA 
abundance of MCT1 and PPARα target genes in the ruminal epithelial cells was increased 
by WY 14.643 in comparison to untreated cells, whereas the response of MCT4 did not 
yield distinct results. Treatment with the PPARα antagonist pointed out, that MCT1 is 
influenced by PPARα, but not MCT4. Lactate-dependent proton export was blocked almost 
completely by pHMB. Both lactate-dependent proton export and protein expression were 
not altered by WY 14.643 treatment. Butyrate exposure changed the morphology of 
ruminal epithelial cells and seemed unsuitable for the analysis of mRNA expression.  
Conclusion: For the first time, it could be demonstrated, that MCT1 in ruminal epithelial 
cells is regulated by PPARα, but not MCT4. PPARα seems to be a vital target in the rumen 
for SCFA transport regulation, whose natural triggers have yet to be identified. 
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9.1 Verwendete Medien in der Zellkultur 
 
Trypsinisierungsmedium 
111 ml Hank`s gepufferte Salzlösung  
1β,5 ml Trypsin (β5 g • ml-1)  
0,025 g Na4EDTA  
1,β5 ml Penicillin / Streptomycin (100000 U • ml-1; 10 mg • ml-1)  
 
Supplementiertes Medium M199 
81,1 ml Medium 199 mit Earles Salzen  
15 ml fetales Kälberserum  
2 ml HEPES (1 M)  
0,5 ml Gentamicin (10 mg • ml-1)  
0,4 ml L-Glutamin (200 mM)  
1 ml Nystatin (1000 U• ml-1)  
 
Supplemetiertes MEM 
86,5 ml Minimum Essential Medium Eagle  
10 ml fetales Kälberserum  
2 ml HEPES (1 M)  
0,5 ml Gentamicin (10 mg • ml-1) 
1 ml L-Glutamin (200 mM)  
 
MEM 5% 
96 ml Minimum Essential Medium Eagle 
5 ml fetales Kälberserum 
2 ml HEPES (1 M) 
1 ml L-Glutamin (200 mM)  
 
Alle Chemikalien, die in der Zellkultur verwendet werden, stammen von PAA (Pasching, 






Mit Hilfe des Trypanblau-Tests lassen sich lebende von toten Zellen unterscheiden, denn 
nur bei toten Zellen kann der dunkelblaue Farbstoff in das Zellinnere gelangen. Aus dem 
Überstand wurden steril β0 μl Zellsuspension entnommen und mit β0 μl Trypanblau 
(0,4%ig in 0,9%iger NaCl-Lösung) angefärbt. Anschließend wurden die angefärbten Zellen 
lichtmikroskopisch (Lichtmikroskop Televal® 31, Fa. Carl Zeiss Jena GmbH, Jena, 
Deutschland) in einer Neubauer-Zählkammer hinsichtlich Morphologie und Vitalität 
beurteilt und die Zellzahl bestimmt. 
 
9.3 Kollagenisierung der Coverslips und Well Platten 
 
Zur Kollagenisierung wurde eine 0,01%ige Kollagenlösung hergestellt. Hierzu wurden 5 
mg Kollagen I (Sigma-Aldrich). Diese wurden in 50 ml einer 0,1 M Essigsäure durch 
Rühren unter sterilen Bedingungen bei Raumtemperatur in 2-3 h gelöst. In 
Zellkulturschalen wurden sechs sterile Glasplättchen (Coverslips, Fa. Hecht Assistent, 
Sondheim, Deutschland) gegeben. Diese Coverslips wurden für die Messung des 
intrazellulären pH-Wertes und für die immunzytochemischen Färbungen benutzt. Die 
Coverslips wurden mit 1,5 ml (10 μg Kollagen pro cm2) der Kollagenlösung bedeckt. 
Ebenso wurden die 12-Well Platten mit jeweils 500 µl Kollagenlösung pro Well bedeckt. 
Danach erfolgte eine Trocknung unter der Sterilbank über Nacht bei Raumtemperatur mit 
Sterilisation durch UV-Licht (Mobiler Desinfektionsstrahler UVC 30®; Heraeus Instruments 
GmbH, Hanau, Deutschland). Die Schalen und Well Platten wurden am nächsten Tag 
verwendet. 
 
9.4 Periodat-Lysin-Paraformaldehyd Puffer  
 
12,5 ml 0,1 M Phosphatpuffer 
12,5 ml 0,2 M Lysin HCL 
8,325 ml Paraformaldehyd (8%) 






9.5 Materialien Molekularbiologie 
 
RNeasy Micro Kit (50), mit: RLT-Lysispuffer, RW1-Waschpuffer, RPE-Waschpuffer 
(jeweils frisch verdünnt mit 100%igem Ethanol 1:4), RNAse-freies DNAse Set, RNase 
freies Wasser, Säulen RNeasy MinElute Spin Columns, 2 ml Auffanggefäße, 1,5 ml 
Auffanggefäße 
 
RNeasy Midi Kit (10), mit: RLT-Lysispuffer, RW1-Waschpuffer, RPE-Waschpuffer (jeweils 
frisch verdünnt mit 100%igem Ethanol 1:4), RNAse-freies DNAse Set, RNase freies 
Wasser, Säulen RNeasy Midi Columns, 15 ml Auffanggefäße 
 
9.6 Materialien Western Blot 
 
Lysepuffer 
50 mM TRIS 
4 mM EGTA 
10 mM EDTA 
0,1% Triton X-100 
100 mM Dinatrium-β-Glycerin-Phosphat • 5 H2O 
100 mM Tetranatriumdiphosphat • 10 H2O 
15 mM Natriumorthovanadat  
2,5 mM Natriumfluorid  




1,5 M TRIS Base 
0,4% SDS 









4,94 ml Aqua dest. 
3 ml Trenngelpuffer 
3,99 ml Rotiphorese Gel 30 
60 µl Ammoniumperoxodisulfat (10%) 
6 µl Temed 
 
Sammelgelpuffer 




3,05 ml Aqua dest. 
1,25 ml Sammelgelpuffer 
0,67 ml Rotiphorese Gel 30 
30 µl Ammoniumperoxodisulfat (10%) 
5 µl Temed 
 
Laufpuffer 
250 mM TRIS 
1,92 M Glycin 
1% SDS 
auf pH 8,3 eingestellt 
 
Transferpuffer 
25 mM TRIS Base 
192 mM Glycin 
20% Methanol 
auf pH 8,3 eingestellt 
 
TBS 
20 mM TRIS HCl  






TBS versetzt mit 0,05% Tween20 
 
Ponceau S Lösung 
2% Ponceau in 3%iger Trichloressigsäure 
Luminollösung 
10 ml TRIS HCl 
2,5 mg Luminol 
1,1 mg para-Hydroxycoumarinsäure 
1 ml DMSO 
3 µl H2O2 (30%) 
 
Alle im Western Blot verwendeten Chemikalien stammen, sofern nicht anders aufgeführt, 
von Sigma-Aldrich oder Carl Roth.  
 
9.7 Zusammensetzung Pufferlösungen 
 
Substanz Pufferlösungen 




CaCl2 • β H2O 
MgCl2 • 6 H2O 
NaH2PO4 • H2O 



















































CaCl2 • β H2O 





























































Die Angaben in beiden Tabellen sind in mmol/l. Die Osmolarität jeder Pufferlösung wurde 
auf 280 ± 5 mosmol • kg -1 eingestellt. Dieses erfolgte mit Mannit und wurde mit dem 
automatischen Halbmikroosmometer (Firma Knauer, Berlin, Deutschland) gemessen. Die 
Pufferlösungen wurden unmittelbar vor der Messung mit dem pH-Meter seven easy 
(Mettler Toledo GmbH, Gießen, Deutschland) eingestellt. Laktatpuffer und Standardpuffer 
wurden auf einen pH-Wert von 7,2 ± 0,02 eingestellt. Der Eichpuffer wurde auf 
verschiedene pH-Werte, wie in Kap. 3.8.3 beschrieben, eingestellt. Die Ammoniumpuffer 




Ein Teil der Daten der vorliegenden Monographie wurden bereits publiziert in: 
Benesch F, Dengler F, Masur F, Pfannkuche H, Gäbel G. Monocarboxylate transporters 1 
and 4: expression and regulation by PPARα in ovine ruminal epithelial cells. Am J Physiol 
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